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emocija i ponaSanja upucuje na ukljuenost u patofiziologiju raznih neuropsihijatrijskih
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POPIS KRATICA

5-HIAA: 5-hidroksiindoloctena kiseline

5-HTTLPR: Polimorfizam gena za serotoninski prijenosnik; engl. Serotonin Transporter-
Linked Promoter Region

5-HTTVNTR: Polimorfizam gena za serotoninski prijenosnik; engl. Serotonin Transporter-
Variable Number TandemRrepeat

ACD: Antikoagulans; engl. Acid Citrate Dextrose

ADHD: Poremecaj s nedostatkom paznje 1 hiperaktivnoséu; engl. Attention Deficit
Hyperactivity Disorder

ADP: Adenozin difosfat

ADRB2: Gen za adrenoceptor beta 2

BDNF: Mozdani neurotrofni ¢imbenik; engl. Brain neurotophic factor

BSA: Albumin iz govedeg seruma; engl. Bovine Serum Albumin

CAPS: Klinicka skala za posttraumatski stresni poremecaj; engl. Clinician-Administered PTSD
Scale

CRH: Kortikotropin-oslodadajuci hormon

CTQ: Upitnik za traumu u djetinjstvu; engl. Childhood Trauma Questionnaire

dH.O —Destilirana voda

DNA: Deoksiribonukleinska kiselina

DSM-V: Dijagnosticki i statisticki priru¢nik americkog psihijatrijskog udruzenja, 5. izdanje;
engl. Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, Fifth Edition

FAD: Flavin-adenin-dinukleotid

FKBP5: Gen za FK506-vezuju¢i protein (kosaperon hsp90 koji regulira osjetljivost
glukokotikoidnog receptora)

GABA: Gama-aminomaslacna kiselina

GWAS: Sirokogenomska studija povezanosti; engl. Genome-Wide Association Study

HHN os: Os hipotalamus- hipofiza — nadbubrezna Zlijezda

HVA: Homovanilinska kiselina

kb:Kilobaza

kDa: Kilodalton

LD: Neravnoteza udruzivanja; engl. Linkage Disequilibrium

MAO: Monoaminooksidaza



MAOA i MAOB: Geni za monoaminoksidazu A i B

MAO-A: Monoaminoksidaza tipa A

MAO-B: Monoaminooksidaza tipa B

MHPG: 3-metoksi-4-hidroksifenilglikol

MRNA: Glasni¢cka RNA; engl. Massenger RNA

p: Statisticka vjerojatnost

pb: Parovi baza

PMF: Prirodoslovno-matematicki fakultet

PRP: Plazma bogata trombocitima; engl. Platelet Rich Plasma

PTSP: Posttraumatski stresni poremecaj

RCLB: Pufer za lizu eritrocita; engl. Red Cells Lysis Buffer

RNA: Ribonukleinska kiselina

RT-PCR: Lancana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu; engl. Real-Time Polymerase
Chain Reaction

SCID: Strukturirani klinicki intervju

SD: Standardna devijacija

SDS: Natrij dodecil sulfat; engl. Sodium Dodecyl Sulfate

SE pufer: Natrij-EDTA pufer engl. Sodium-EDTA buffer

SLC6A39: Alel 9 polimorfizma gena za dopaminski prijenosnik

SNP: Polimorfizam jednog nukleotida; engl. Single Nucleotide Polymorphism
T3: Trijodtironin

T4: Tiroksin

TAE pufer: Tris-acetat-EDTA pufer

TE pufer: Tris-EDTA pufer

VNTR: Varijabilni broj ponavljajucih sljedova, engl. Variable Number of Tandem Repeats

x°-test: Hi-kvadrat test



1. UvOD

1.1. Monoaminooksidaza

Monoaminooksidaza (MAO) je enzim koji Katalizira oksidativhu deaminaciju
monoaminskih neurotransmitora kao i ksenobiotskih amina. Integralni je protein vanjske
membrane mitohondrija te sadrzi flavin-adenin-dinukleotid (FAD). MAO je enzim Siroko
rasprostranjen u tijelu i pronaden je u svim tipovima stanica osim u eritrocitima. Endogeni
supstrati MAO ukljuéuju kljuéne neurotransmitore, kao $to su serotonin, dopamin, noradrenalin

i adrenalin (Berry i sur., 1994).
1.1.1 lzoenzimi monoaminooksidaze

Postoje dva izoenzima MAO, MAO-A i MAO-B, koji dijele 70%-tnu homologiju gena i
nalaze se na X kromosomu. Usprkos tome, njihova preferencija za supstrat, raspodijela i
fizioloSka uloga znacajno se razlikuju (Bortolato i Shih, 2011). MAO-A primarno katalizira
oksidativnu deaminaciju serotonina i noradrenalina, a glavni supstrati MAO-B su dopamin i
egzogeni amini poput benzilamina i feniletilamina. (Berry i sur., 1994). Oba izoenzima
degradiraju dopamin, triptamin i tiramin. Ipak, razlika u afinitetu za supstrat nije potpuna, u
nedostatku jednoga od izoenzima, drugi moze preuzeti njegovu ulogu (Chen i sur., 2004). Oba
enzima nalaze se u ve¢ini tkiva, ali ipak se samo MAO-A uobicajeno nalazi u fibroblastima 1
posteljici, a MAO-B u trombocitima i limfocitima (Bond i Cundall, 1977; Donnelly i Murphy,
1977). Ekspresija dvaju izoenzima razlikuje se i u stanicama sredi$njeg Ziv€anog sustava; enzim
MAO-A u mozgu se nalazi unutar kateholaminskim neurona, a rjede u glija stanicama, dok se
MAO-B pretezito nalazi u glija stanicama i serotoninskim neuronima (Grimsby i sur., 1990).
Ekspresija enzima MAO se kod ¢ovjeka mijenja tijekom zivota. U mozgu fetusa zastupljenija
je MAO-A, dok u mozgu odraslih osoba prevladava MAO-B, zbog pretezne ekspresije MAO-
B u glija stanicama koje proliferiraju tijekom ¢itavog zivota (Riederer i sur., 1987). Osim §to
regulira koncentraciju neurotransmitora u mozgu, MAO na periferiji sudjeluje u obrani od
razlicitih potencijalno toksi¢nih aminskih spojeva unesenih hranom ili nastalih metabolizmom

(Oreland, 2004).

Izoenzimi MAO-A i MAO-B su dimeri sastavljeni su od dvije jednake podjedinice od 59
kDa, odnosno 58 kDa. Svaka podjedinica sadrzi 4 visoko konzervirane domene koje su vazne
za funkcioniranje enzima. U prvoj N-terminalnoj domeni nalazi se karakteristi¢ni p-a-f3 motiv

za koji se veze ADP, a u drugoj domeni nalazi se vezno mjesto supstrata. U tre¢oj domeni je



vezno mjesto za koenzim FAD, dok je ¢etvrta domena C-terminalna domena u kojoj se nalazi
transmembranski o—heliks iznimno je vazan za funkcioniranje enzima (Chen i sur., 2004), i

putem kojeg je izoenzim usidren u vanjsku membranu mitohondrija (Slika 1.) (Binda i sur,

2002; Edmondson i sur., 2009).
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Slika 1. Kristalna struktura ljudskog MAO-B. a) Sekundarna struktura dimera b) C-

‘Vanjska membrana
mitohondrija

terminalna domena unutar membrane mitohondrija
Podrucje vanjske membrane mitohondrija (sivo), domena koja veze supstrat (crveno),
domena koja veze flavin (plavo), membranska domena (zeleno), flavin (zuto) (preuzeto i

prilagodeno prema Youdim i sur., 2006).

MAO katalizira reakciju oksidativne deaminacije endogenih i egzogenih amina u organizmu
koja se odvija u tri stupnja. Prvo dolazi do oksidacije supstrata popracene redukcijom FAD-a.
Potom se FAD ponovno oksidira kisikom uz nastanak vodikovog peroksida i naposljetku
nastaje imin pocetnog supstrata koji spontano hidrolizira do aldehida (Slika 2.) (Berry i sur.,
1994).

R-CH,N-RR + H,0 + O, RCH=0 + NHRR + H,0,

FAD FADH

R =Hor CH,

Slika 2. Oksidativna deaminacija koju katalizira MAO
(preuzeto iz Berry i sur., 1994)



1.1.2 Geni za monoaminooksidazu tipa Ai B

Geni koji kodiraju za MAO-A i MAO-B enzime nalaze se na X kromosomu, lokusu Xp11.23
(Slika 3.) 1 odvojeni su priblizno 50 kb (Ozelius i sur., 1988; Lan i sur., 1989; Levy i sur, 1989;
Chen i sur., 1992). Uz to $to dijele 70% homologiju sekvenci, imaju i identi¢nu organizaciju
introna i egzona. Naime, svaki gen ima 15 egzona i 14 introna $to upucuje na zajednicko
porijeklo ovih gena. Smatra se da su geni za MAO-A i MAO-B nastali duplikacijom
zajednickog gena pretka (Grimsby i sur., 1991). Brojne filogenetske studije pokazale su da
samo jedan MAO gen postoji kod ranih eukariota (Schilling i Lerch, 1995), beskralje$njaka
(Boutet i sur., 2004) i riba kostunja¢a (Chen i sur., 1994; Setini i sur., 2005; Anichtchik i sur.,
2006). Prisutnost dvaju MAO gena prvi puta se javlja kod vodozemaca roda Anura (zabe) (Chen
i sur., 1994). Kod Zzaba MAOA dominira u stadiju punoglavca, dok ekspresija MAOB raste
tijekom metamorfoze (Nicotra 1 Senatori, 1988), §to ukazuje na moguénost da je duplikacija
gena selekcionirana kao povoljna osobina za odrazavanje redoks homeostaze kao odgovor na

hiperoksi¢nu promjenu kao posljedicu razvoja pluéne respiracije. U tom je kontekstu vazan

podatak da MAO-A ima puno ve¢i afinitet za O od MAO-B (Edmondson i sur., 2004).

Medutim, MAOA i MAOB geni unato¢ identi¢noj organizaciji introna i egzona imaju razli¢itu
regulaciju. Oba promotora su bogata GC bazama i regulirana transkripcijskim ¢imbenikom Sp1,
no Spl vezna mjesta su drugacije organizirana. Upravo zbog razli¢ite organizacije veznih
mjesta za transkripcijski ¢imbenik smatra se da dolazi do razlike u specifi¢noj ekspresiji

izoenzima u stanicama razlic¢itih tkiva (Chen, 2004.)
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Slika 3. Polozaj MAO gena na X kromosomu oznacen je crvenom bojom

(preuzeto sa www.genecards.org)
1.1.2.1 Mutacije i polimorfizmi u genima MAOA i MAOB

Rezultati raznih istrazivanja pokazali su da mutacije i polimorfizmi u genima MAOA i
MAOB mogu razli¢ito utjecati na brzinu procesiranja (engl. turnover rate) dopamina i
serotonina. Utvrdena je povezanost viSih razina monoamina, koje razgraduje MAO
(noradrenalin, adrenalin, serotonin), i njihovih metabolita u plazmi i urinu, s CT genotipom
polimorfizma rs1137070 gena MAOA (Dorszewska i sur., 2013). Visoka aktivnost uVNTR
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varijante gena MAOA se takoder povezuje s viS§im razinama metabolita monoamina,
homovanilinske kiseline (HVA) i 5- hidroksiindoloctene kiseline (5-HIAA) u cerebrospinalnoj
tekucini (Jonsson i sur., 2000; Williams i sur., 2003; Zalsman i sur., 2005). Kod pacijenata s
Brunnerovim sindromom, koji je rezultat mutacije gena MAOA, pronadene su niske
koncentracije HVA, 5-HIAA i vanilmandeli¢ne kiseline, $to potvrduje smanjenu degradaciju

monoamina zbog smanjene aktivnosti MAO-A (Brunner i sur., 1993).

U genu MAOB najcesce je proucavan polimorfizam u intronu 13. To je polimorfizam jednog
nukleotida (engl. single nucleotide polymorphism-SNP), odnosno promjena adenina (A) u
guanin (G), koja se nalazi 36 pb uzvodno od granice introna 13 i egzona 14 (Ho i sur., 1995).
Zbog svog polozaja, pretpostavlja se da A/G polimorfizam u intronu 13 (rs1799836) gena
MAOB utjece na translaciju i/ili stabilnost glasnicke RNA (mRNA) (Balciuniene i sur., 2002).
U istrazivanju Garpenstanda i sur. (2000) pronadena je povezanost rs1799836 polimorfizma
gena MAOB i aktivnosti trombocitne MAO-B. S druge strane, mnoga istrazivanja nisu uputila
na povezanost ovog polimorfizma i aktivnosti trombocitne MAO-B u zdravih ljudi (Pivaci sur.,
2006), veterana oboljelih od PTSP-a (Pivac i sur., 2007) kao ni ovisnika o alkoholu (Nedi¢
Erjavec i sur., 2014). Istrazivanje Girmena i sur. (1992) takoder nije utvrdilo povezanost alela
MAOB gena i aktivnosti trombocitne MAO-B. Istrazivanje Balciunienea i sur. (2002) pokazalo
je smanjenu aktivnost MAO-B u mozgu u nosioca G alela, pri ¢emu su razine MAOB mRNA
bile jednake, bez obzira na genotip. Stoga se pretpostavlja da postoji cis-regulatorni element
povezan sa rs1799836 polimorfizmom gena MAOB koji mijenja aktivnost MAO-B u ljudskom
mozgu (Balciuniene 1 sur., 2002). Ovaj polimorfizam moZe mijenjati procesiranje introna 13
gena MAOB, u slucaju alela A s ve¢om efikasnos¢u, $to moze utjecati na povecanu ekspresiju

proteina i vecu enzimatsku aktivnost MAO-B (Jakubauskiene i sur., 2012).

U istrazivanjima je pokazana znacajna povezanost negativne emocionalnosti s dva visoko
povezana polimorfizma gena MAOB, rs10521432 i rs6651806 (p<0.002) (Dlugos i sur., 2009).
Haplotipskom analizom utvrdeno je da je haplotip GACG (kojeg tvore Cetiri SNP-a: rs1799836,
rs10521432, rs6651806 i rs590551) znaCajno povezan s niskim rezultatom negativne
emocionalnosti kod zdravih ispitanika (p<0.002) (Dlugos i sur., 2009). Utvrdeno je da su
polimorfizmi rs5905512 i rs1799836 gena MAOB povezani s koncentracijom 3-metoksi-4-
hidroksifenilglikola (MHPG) glavnog metabolita noradrenalina, u psihoticnih muskaraca,
(Andreuo i sur., 2014). Medutim, rs5905512 polimorfizam gena MAOB nije bio povezan s
koncentracijom MHPG kod psihoti¢nih Zena, zdravih Zena 1 zdravih muskaraca (Andreuo i sur.,

2014). Polimorfizam rs1799836 gena MAOB povezuje se i sa shizofrenijom u Zena (Gasso i



sur., 2008). Nadalje, u jednom od prethodnih istrazivanja i polimorfizam rs5905512 gena
MAOB takoder je povezan sa shizofrenijom, ali u muskih ispitanika (Carrera i sur., 2009). S
druge strane, Mas i sur. (2009) nisu utvrdili povezanost ovog polimorfizma sa shizofrenijom ni

kod jednog spola.
1.1.3 Aktivnhost monoaminooksidaze

Ekspresija, odnosno aktivnost enzima MAO stabilna je nekoliko desetljeca zivota, uz mali
porast nakon 40. godine Zivota (Robinson i sur., 1972; Murphy i sur., 1976; Bridge i sur., 1985;
Bagdy i Rihmer, 1986). Nekoliko istrazivanja pokazalo je da se aktivnost MAO nasljeduje, uz
¢imbenik 0.75 u zena i muskaraca (Oxenstiern i sur., 1986; Pedersen i sur., 1993). Postojanje
MAO u trombocitima prvi puta je zabiljezeno 1964. godine (Paasonen i sur., 1964), te je
utvrdeno da se U ljudi u trombocitima nalazi isklju¢ivo MAO-B, koja ima isti aminokiselinski
slijed kao i MAO-B u mozgu (Chen i sur., 1993). Trombocitna MAO-B ima sli¢na biokemijska
i farmakoloska svojstva kao i MAO-B u mozgu (Oreland, 2004) i obje su kodirane istim genom
MAOB (Chen i sur., 1992). Medutim, u istrazivanju koje su proveli Gustavson i sur. (2010),
aktivnost trombocitne MAO-B nije bila povezana s koncentracijama raznih metabolita
monoamina (HVA, 5-HIAA i MHPG) u cerebrospinalnoj tekuc¢ini, iako je u drugim
istrazivanjima pozitivno korelirala s koncentracijama HVA i 5-HIAA u cerebrospinalnoj

tekucini (Oreland 1 sur., 1981; von Knorring i sur., 1986).

Zbog svoje vazne uloge u regulaciji raspolozZenja, emocija i ponasanja (Edmondson 1 sur.,
2009), pretpostavlja se da je MAO ukljuena u patofiziologiju raznih mentalnih 1
neurodegenerativnih poremecaja (Oreland, 1993). Jedan od poremecaja koji ovdje moramo
navesti je perniciozna anemija kod koje je zabiljezena povecana aktivnost MAO (Regland i
sur., 1991). Povecanje aktivnosti MAO, prisutno je i kod raznih neurodegenerativnih bolesti s
razli¢itom patogenezom, kao $to su Parkinsonova bolest (Jarman i sur., 1993; Bongioanni i sur.,
1996) i Huntingtonova bolest (Mann and Chiu, 1978; Norman i sur., 1987a). Toc¢kasta mutacija
u genu MAOA koja rezultira u smanjenoj koncentraciji MAO-A (Brunner i sur., 1993) povezuje
se s impulzivnom agresijom, razdrazljivo$¢u, napadajima, unistavanjem imovine ili drugim
antisocijalnim ponasanjem. Osim toga, promjene u aktivnosti i ekspresiji MAO-B povezane su
s depresijom, alkoholizmom, psihoti¢nim poremecajima, impulzivno$¢u i neurodegenerativnim

bolestima (Adolfsson i sur., 1980; Sandler i sur., 1993).

Trombocitna aktivnost MAO-B predlozena je kao periferni biomarker razli¢itih osobina

licnosti 1 psihijatrijske ranjivosti, ukljuujuci traZzenje uzbudenja, novina, ekstraverzije,



impulsivnosti i predispozicije za razliCita rizicna ponasanja (Oreland i Hallman, 1995; Harro i
sur., 2004; Oreland, 2004). Takoder, aktivnost MAO-B u trombocitima povezuje se sa
psihopatijom i crtama osobnosti povezanima s agresivnoS¢u (Stalenheim, 2004). Brojna
istrazivanja pokazala su smanjenu aktivnost trombocitne MAO-B kod ispitanika koji pokazuju
disinhibiciju u ponaSanju (Oreland, 2004). Ruchkin i sur. (2005) predlozili su da niska aktivnost
MAO-B predstavlja nespecificni biljeg predispozicije za razvitak psihopatologije, odnosno
povezana je sa specificnim svojstvima osobnosti koji predstavljaju ¢imbenik ranjivosti za
razvoj psihotpatologije. Smanjena aktivnost trombocitne MAQO zabiljezena je i kod pusaca,
1987. godine dvije su grupe istrazivaca pokazale da puSenje inhibira trombocitnu aktivnost
MAO (Yu i Boulton, 1987; Norman i sur., 1987b). Medutim, i smanjena i povecana aktivnost
trombocitne MAO-B mogu predstavljati biolosku ranjivost i podloznost razli¢itim ponasanjima
i osobinama (Paaver i sur., 2006) i ne postoji linerana povezanost (Schalling i sur., 1987; Paaver
i sur., 2006).

1.2 Posttraumatski stresni poremecaj (PTSP)

Posttraumatski stresni poremecaj (PTSP) je psihijatrijski poremecaj koji se moze razviti
kod ljudi koji su iskusili ili svjedocili traumati¢nom dogadaju, kao §to je prirodna katastrofa,
nesreca, teroristicki napad, rat, silovanje ili neki drugi dogadaj opasan po zivot (Kessler i sur.,
2017, Liuisur., 2017). Klasi¢ni simptomi PTSP-a variraju u ozbiljnosti i mogu se podijeliti na:
intruzivne misli; izbjegavanje podsjetnika na traumu; negativne misli i osjecaje, te uzbudivanje
i reaktivne simptome (APA, 2013). Intruzivne misli ukljucuju ponovljene, nenamjerne
uspomene, no¢ne more i ponovno prozivljavanje traume. Ponovna prozivljavanja traume (engl.
flashbacks) mogu biti tako Zivopisna da ljudi imaju osjecaj da ponovno prozivljavaju
traumatsko iskustvo i gube se na nacin da ne mogu razaznati prosle od sadasnjih dogadaja i
imaju osjecaj da se traumati¢an dogadaj dogada sada, ispred njihovih o¢iju (Ehlers i Steil, 1995,
Butler i sur., 1996). lzbjegavanje podsjetnika na traumati¢ni dogadaj moze ukljucivati
izbjegavanje ljudi, mjesta, aktivnosti, objekata i situacija koje dovode do uznemirujucih
uspomena. lzbjegavaju sjecanje ili razmisljanje o traumi, mogu se odupirati razgovoru 0 tome
Sto se dogodilo ili kako se osjecaju u vezi s tim. Oboljeli mogu imati negativne misli i osjecaje
0 sebi i drugima, koji mogu ukljucivati neprekidna i iskrivljena uvjerenja o sebi ili drugima
(APA, 2013). Takoder, mogu osjecati trajni strah, uzas, bijes, krivnju ili sram. Javlja se mnogo
manje zanimanje za aktivnosti u kojima su prethodno uzivali i ¢esto se osjec¢aju odvojeno ili
otudeno od drugih. Uzbudenje i1 reaktivni simptomi mogu ukljucivati razdrazljivost i izljeve
ljutnje, nesmotreno ili autodestruktivno ponasanje. Takoder osobe se lako uznemire ili imaju
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problem s koncentracijom ili spavanjem (Mellman i sur., 1995). Simptome nalik ovima ima
mnogo ljudi nakon izlozenosti nekakvoj traumi, medutim za postavljanje dijagnoze
posttraumatskog stresnog poremecaja nuzno je da simptomi traju najmanje mjesec dana, a kod

nekih pacijenata mogu trajati i godinama (APA, 2013).
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Slika 4. Karakteristi¢ni simptomi PTSP-a prema DSM-V
(slika napravljena prema DSM-V; APA, 2013)

Mnogi razvijaju simptome unutar tri mjeseca od traumati¢nog dogadaja, medutim
simptomi se mogu pojaviti i kasnije. Trajanje simptoma PTSP-a moze varirati od potpunog
oporavka 3 mjeseca nakon pojavljivanja (kod otprilike polovine odraslih), do zadrzavanja
simptoma vise od 12 mjeseci, a ponekad ¢ak i vise od 50 godina. Povecanje intenziteta ili
povratak simptoma moze se javiti kao odgovor na zivotne stresove, dogadaje koji podsjecaju
na originalnu traumu ili nove traumatske dogadaje. PTSP je ceS¢i kod Zena nego kod
muskaraca, te Zene u op¢oj populaciji dozivljavaju PTSP duzeg trajanja nego muskarci. Barem
dio povecanog rizika za PTSP u Zena javlja se zbog ¢eS¢e izlozenosti traumaticnim dogadajima
kao Sto je silovanje i nasilje. PTSP se ¢esto udruzuje s drugim poremecajima pa je tako kod
pojedinaca s PTSP-om, 80% veca ucestalost javljanja simptoma koji ispunjavaju dijagnostic¢ki
kriterij za bar joS jedan mentalni poremecaj (na primjer depresivni, bipolarni 1 anksiozni

poremecaj) (APA, 2013).



1.2.1 Neurobioloske i neurokemijske znacajke PTSP-a

Neurobioloska podloga PTSP-a nije potpuno jasna. Brojni ¢imbenici Se moraju uzeti u obzir
kada se promatra odnos izmedu vanjskih podrazaja, odgovora na stres i patologije. Bioloske
promjene u PTSP-u su sustavne (Michopoulos i sur., 2015) i uklju¢uju promijenjenu funkciju
osi hipotalamus- hipofiza — nadbubrezna Zlijezda (HHN), imunoloSku, neurotransmitersku i
neurotrofnu funkciju, poveéanu aktivnost Stitnjace, visoku osjetljivost ziv€anog sustava,
smanjenje prefrontalnih regija mozga, nizi volumen hipokampusa, poveéanu aktivnost
amigdala, rizik od kardiovaskularnih, metabolickih i autoimunih bolesti, ali i ubrzanih procesa

povezanih sa starenjem (Schuff i sur., 2001; Pace i sur., 2011, Pitman i sur., 2012).

Os HHN je sredisnji koordinator sustava neuroendokrinog stresnog odgovora te se u tom
kontekstu najvise prouc¢ava. HHN os sastoji se od endokrinog hipotalamusa ukljucujuéi i
prednji rezanj hipofize kao i nadbubrezne zlijezde (Sherin i Nemeroff, 2011). Kod osoba s
PTSP-om nadene su sniZene razine kortizola u krvi i urinu, premda izlaganje stresu uzrokuje
aktivaciju HHN osi. Istrazivanja su pokazala da je uzrok smanjene razine Kortizola povecana
osjetljivost negativne povratne sprege HHN osi, $to ukazuje na to da stresori dovode do
disregulacije HHN osi (Yehuda, 2006). Uz HHN os, kod osoba s PTSP-om uocene su promjene
i u osi hipotalamus —hipofiza — S§titna Zlijezda i promjene u omjeru hormona Stitnjace
trijodtironina (T3) i tiroksina (T4) (T3 je povisen u odnosu na T4) $to doprinosi povecanoj
anksioznosti (Wang i Mason, 1999).

Neurokemijske znacajke PTSP-a uklju¢uju abnormalnu regulaciju serotonina i drugih
kateholamina, aminokiselina, peptida i opioidnih neurotransmitora. Ti neurotransmitori su
nadeni u mozdanim krugovima koji reguliraju odgovore vezane za stres i strah (Sherin i
Nemeroff, 2011). Karakteristi¢ne promjene u strukturi i funkciji mozga takoder su zabiljezene
kod osoba s posttraumatskim stresnim poremecajem. Regije mozga koje su promijenjene u
PTSP-¢ ukljuc¢uju hipokampus, amigdalu i kortikalne regije (anteriorni cingulat, insula,
orbitofrontalna regija). Ova podruc¢ja medusobno formiraju neuralni krug koji posreduje,
izmedu ostalog, prilagodbu stresu. Pretpostavlja se da promjene u tom neuralnom krugu imaju

izravnu vezu s razvojem PTSP-a (Rauch i sur., 2006; Bremner i sur., 2008).
1.2.2 Genetski i okoli$ni ¢imbenici razvoja PTSP-a

Vecina ljudi koja se suoCi s traumatskim dogadajem ne razvije PTSP i zato je vazno

razumjeti ¢imbenike ranjivosti i otpornosti. Geneti¢ka istrazivanja PTSP-a otezana su



mnoStvom ¢imbenika, kao $to je genetska heterogenost (sli¢ni fenotipovi produkt su razlicitih
genotipa) i nepotpuna fenotipska pojavnost (osoba s genetskim rizikom za PTSP, koja nije
izlozena traumi nece razviti PTSP). Unato¢ ovim otezavajué¢im okolnostima istrazivanja, sve je
viSe dokaza da je rizik za PTSP pod znacajnim utjecajem genetskih ¢imbenika (Sherin i
Nemeroff, 2011). Naime, osim izmijenjene bioloske funkcije, geneti¢ki podaci iz obiteljskih
studija povezanosti, studija blizanaca, te sirokogenomskih analiza povezanosti (engl. genome-
wide association study-GWAS) pokazuju da nasljednost PTSP-a varira od 30-40% (Almli i sur.,
2014; Duncan i sur., 2018). Dokazi iz istrazivanja provedenih u obiteljima i na blizancima
ukazuju na doprinos nasljednih komponenti u razvoju PTSP-a, kao S§to su smanjeni
hipokampalni volumen (Gilbertson i sur., 2002) ili veca aktivnost amigdale (Hariri i sur., 2002).
Sve se viSe istrazuju genetske varijacije u neurobioloskim sustavima koji utjeCu na odgovor na

traumu i posljedi¢no na rizik odnosno otpornost za razvoj PTSP-a (Brokeman i sur., 2007).

Kao i u drugim slozenim mentalnim poremecajima, relativno velik broj gena s malim
ucinkom pridonosi kumulativnom riziku za nastanak PTSP-a. Postoje razliCiti rezultati koji se
odnose na povezanost (ili nedostatak povezanosti) gena kandidata, koji kodiraju za proteine
ukljucene u razlicite bioloske sustave, s rizikom razvoja PTSP-a (Digangi i sur., 2013; Almli i
sur., 2014; Solovieff i sur., 2014; Ryan i sur., 2016). Medutim, veéina podataka upucéuje na
varijacije rizicnih gena ukljucenih u serotoninski, dopaminski i GABA sustav, imunoloski
sustav, HHN os, kao i varijacije gena za neuropeptid Y, BDNF, apolipoprotein E i drugih gena
koji se odnose na odgovor na stres, strah, kogniciju i anksioznost (Ryan i sur., 2016; Nedic
Erjavec i sur., 2018). Na primjer, pronadena je veza izmedu polimorfizma gena za dopaminski
prijenosnik i rizika za razvoj PTSP-a. Naime, Segman i sur. (2002) u svom su istrazivanju
pokazali da oboljeli od PTSP-a imaju vise ponavljanja SLC6A39 alela, $to pokazuje da genetski
uvjetovane znacajke prijenosa dopamina mogu utjecati na razvoj PTSP-a kod osoba izloZenih
traumi. Takoder je dokazano da genetska varijacija ko-Saperona glukokortikoidnog receptora
utjeCe na rizik razvitka PTSP-a, zajedno sa zlostavljanjem u djetinjstvu. Tako su Binder i sur.
(2008), istrazivali interakcije izmedu zlostavljanja u djetinjstvu, traume u odrasloj dobi i
polimorfizma gena FKBPS i zakljucili da postoji znacajna interakcija izmedu polimorfizama

gena FKBP5 i zlostavljanja u djetinjstvu s kasnijim razvojem PTSP-a.

Poznato je da nedace u djetinjstvu predvidaju povecani rizik razvoja PTSP-a nakon
traumatic¢nih iskustava (Duncan i sur., 1996; Zaidi i Foy, 1994; McLaughlin i sur., 2017).
Istrazivanje na ratnim veteranima iz Vijetnama pokazalo je da nedace u djetinjstvu povecavaju

rizik za kasniji razvoj PTSP-a (Bremner i sur., 2003). Sve vise istrazivanja pokazuje da rana



loSa iskustva, ukljucujuéi 1 prenatalni stres i stres u djetinjstvu, imaju znacajan 1 dugotrajan
ucinak na razvoj neurobioloskih sustava, tako da ,,programiraju” buduce reakcije na stres i
ranjivost za razvoj PTSP-a (Nemeroff, 2004; Meaney i Szyf, 2005; Seckl i Meaney, 2006).
Djeca s povijes¢u zlostavljanja imaju veéi rizik od razvoja PTSP-a u buduénosti (Wolitzky-
Taylor i sur., 2008). Istrazivanje na djeci koja su preZivjela uragan Katrina takoder je pokazalo
da imaju znacajno povecan rizik od PTSP-a (McLaughlin i sur., 2010). Istrazivanja su
provedena i na primatima izlozenim razli¢itim uvjetima potrage za hranom, §to je uzrokovalo
nepredvidljivu skrb majke za mladunée i posljediéno dovelo do adultnog fenotipa sa
senzibilizacijom na znakove straha, hiperaktivnosti kortikotropin-oslobadaju¢eg hormona
(CRH) i snizenim razinama kortizola, §to su klasi¢ne znacajke osoba s PTSP-om (Coplan i sur.,
1996).

1.2.3 Monoaminoksidaza u PTSP-u

Davidson i sur. utvrdili su zna¢ajno nizu aktivnost trombocitne MAO-B u ispitanika s PTSP-
om u usporedbi sa zdravom kontrolnom skupinom (Davidson i sur., 1985), Medutim, rezultati
drugih istrazivanja pokazali su da se trombocitna MAO-B aktivnost nije razlikovala znacajno
izmedu ratnih veterana s PTSP-om ili bez njega, i ratnih zarobljenika s PTSP-om (Pivac i sur.,
2002). S druge strane, veca aktivnost trombocitne MAO-B, pokazana je u veterana s PTSP-om,
0sobito onima sa psihoti¢nim u usporedbi s nepsihoti¢nim osobinama (Pivac et al., 2007). U
veterana s PTSP-om pronadena je nesto veca aktivnost trombocitne MAO-B kod bolesnika s
tezim simptomima PTSP-a i bolesnika s agitacijom, te znacajno veca aktivnost trombocitne
MAO-B kod veterana s izraZenijim psihoti¢nim simptomima, u odnosu na bolesnike s manje
1zraZzenim simptomima, Sto upucuje da su tezi simptomi PTSP-a povezani s ve¢om aktivnos$¢u

trombocitne MAO-B (Svob Strac i sur., 2016).

Povezanost polimofizma rs1799836 gena MAOB sa aktivno$¢u trombocitne MAO-B nije
pronadena u veterana s PTSP-om (Pivac i sur., 2007). Znacajne razlike u ucestalosti alela
polimorfizma rs1799836 gena MAOB nisu utvrdene izmedu ratnih veterana sa psihoti¢nim i
nepsihoticnim PTSP-om (Pivac 1 sur., 2007). Medutim, u istrazivanju na veteranima oboljelim
od PTSP-a, ucestalost alela A 1 G rs1799836 polimorfizma gena MAOB znacajno se razlikovala
vezano uz tezinu simptoma PTSP-a (simptomi PTSP-a su podijeljeni prema CAPS ljestvici na
blage, umjerene i teske). Kada su bolesnici s PTSP-om podijeljeni prema agitaciji i psihoti¢nim
simptomima, pronadena je slicna raspodjela A 1 G alela rs1799836 polimorfizma gena MAOB

(Svob Strac i sur., 2016).
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1.3 Cilj istrazivanja

Cilj ovog diplomskog rada je istraziti moguéu povezanost polimorfizama gena MAOB
(rs6651806, rs1799836, rs5905512), aktivnosti trombocitne MAO-B, te traume u djetinjstvu, s
razvojem i teZzinom simptoma PTSP-a u 369 hrvatskih ispitanika. Dobiveni rezultati trebali bi
pridonijeti boljem razumijevanju uloge genetskih ¢imbenika, kao $to su varijante gena MAOB,
I okolisnih ¢imbenika, poput traume u djetinjstvu, te njihovih kompleksnih interakcija u

neurobioloskoj podlozi PTSP-a.
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2. MATERIJAL | METODE

2.1 Ispitanici

U istrazivanje je uklju¢eno ukupno 369 ispitanika i to 282 muSka ratna veterana s
dijagnozom PTSP-a koji se lijece u Klinici za psihijatriju Vrap¢e u Zagrebu i 87 kontrolna
zdrava muska ispitanika. Dijagnoza PTSP-a je postavljena primjenom Strukturiranog klinickog
intervjua (eng. Structured Clinical Interview - SCID), osnovanom na DSM-V (engl. Diagnostic
and Statistical Manual of Mental Disorders, Fifth Edition) kriterijima (APA, 2013).

Tezina simptoma PTSP-a utvrdena primjenom Klinicke ljestvice za PTSP (engl. Clinician-
Administered PTSD Scale — CAPS) (Blake i sur., 1990). CAPS ljestvica mjeri ucestalost i
intenzitet izrazenosti simptoma PTSP-a koji su grupirani s obzirom na tri kriterija procjene: B
kriterij — ponovno prozivljavanje traumatskih iskustava u mislima i snovima; C kriterij —
izbjegavanje podsjetnika na traumu i emocionalna otudenost, te D kriterij — povecana
pobudljivost zivéanog sustava. Ukupni broj bodova CAPS ljestvice dobije se zbrajanjem
bodova sva tri pojedinacna kriterija. Prema bodovima na CAPS ljestvici bolesnici s PTSP-om
mogu se podijeliti sljedece kategorije: bolesnike s elementima PTSP-a (do 45 bodova), lakim
PTSP-om (45-65 bodova), srednjim PTSP-om (66-95 bodova) i teSkim PTSP-om (iznad 95
bodova). Povijest zlostavljanja i zanemarivanja u djetinjstvu utvrdena je primjenom Upitnika
za traumu u djetinjstvu (engl. Childhood Trauma Questionnaire-CTQ) (Bernstein and Fink,
1998). CTQ uputnik procjenjuje izlaganje fizickom, seksualnom i emocionalnom zlostavljanju,
te fizickom i emocionalnom zanemarivanju u djetinjstvu i adolescenciji. Upitnik se sastoji od
28 tvrdnji koje ispitanik mora bodovati s bodovima od 1-5, odnosno od potpuno neto¢no do
potpuno to¢no. Prema bodovima mozemo procijeniti stupanj fizickog zlostavljanja (nema 5-7,
nisko 8-9, umjereno 10-12, teSko > 13), emocionalnog zlostavljanja (nema 5-8, nisko 9- 12,
umjereno 13-15, tesko > 16) i seksualnog zlostavljanja (nema 5, nisko 6-7, umjereno 8-12, tesko
> 13), kao i fizickog zanemarivanja (nema 5-7, nisko 8-9, umjereno 10-12, tesko > 13) i

emocionalnog zanemarivanja (nema 5-9, nisko 10-14, umjereno 15-17, tesko > 18) ispitanika.

Kriteriji za isklju¢ivanje iz studije su: trenutno prisutna terapija lijekovima, zloporaba droga,
ovisnost o alkoholu ili patofizioloske promjene na jetri, shizofrenija, adultni poremecaj s
nedostatkom paznje i hiperaktivnosé¢u (engl. Attention Deficit Hyperactivity Disorder —
ADHD) i Alzheimerova bolest. Odgovaraju¢u kontrolnu skupinu ¢ine 82 zdrava muskaraca koji
nisu u rodu 1 ne primaju terapiju lijekovima, te ¢iji su podaci i uzorci prikupljeni takoder u

Klinici za psihijatriju Vrapce u Zagrebu za vrijeme redovnih pregleda. Kod kontrolnih
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ispitanika ¢e se takoder provjeriti jesu li, prema DSM-V kriterijima, prisutni: PTSP, ovisnost 0
alkoholu, shizofrenija, adultni ADHD, Alzheimerova bolest ili patofizioloSke promjene na jetri.
Svih ispitanici su etni¢ki homogena skupina bijelaca hrvatskog porijekla. Svim ispitanicima su
prije uklju¢ivanja u studiju opisani svi detalji istrazivanja, te je od njih dobiven potpisan

informirani pristanak.

Studija je provedena uz odobrenje Etickog povjerenstava Klinike za psihijatriju Vrapce
(Zagreb, Hrvatska), te je potpuno u skladu s etickim standardima postavljenim Helsinskom
deklaracijom 1964. godine. Diplomski rad je djelomi¢no financiran sredstvima Hrvatske
zaklade za znanost, projekt Genomski i glikanski biomarkeri PTSP-a -GlikoGenPTSP (IP-
2014-09-4289, voditelj: N.Pivac).

2.2 Uzorkovanje

Uzoreci krvi (8 ml) sakupljeni su u plasti¢ne epruvete s 2 ml antikoagulansa ACD (engl. Acid
Citrate Dextrose - ACD) u 8 sati ujutro nakon no¢nog posta. Unutar 24 sata iz uzoraka pune
krvi izdvojeni su plazma i DNA te pohranjeni u odgovarajuée zamrzivace pri temperaturi od -
80°C. Krv je centrifugirana na 1831 x g, 3 min na sobnoj temperaturi kako bi se dobila plazma
bogata trombocitima (engl. Platelet rich plasma — PRP). Daljnjim centrifugiranjem plazme
bogate trombocitima u ohladenoj (4°C) centrifugi na 5087 x g, tijekom 15 min istaloZeni su
trombociti. Talog je ispran fizioloskom otopinom i ponovno centrifugiran. Istalozeni trombociti
pohranjeni su u zamrziva¢u na 20°C. Prije analize aktivnosti MAO-B, talog trombocita

odmrznut je na sobnoj temperaturi.
2.3 Odredivanje aktivnosti trombocitne MAO-B

Kod odredivanja aktivnosti trombocitne MAO-B modificiranom metodom prema Krajlu
(Krajl, 1965), potrebni su prazna proba i standardi koji se prireduju u duplikatu. Kao standardi
koristeni su 5 nM, 2.5 nM, 1.25 nM, 0.562 nM i 0.313 nM vodena otopina 4-hidroksikinolina.
Za praznu probu koriSten je sonicirani talog trombocita. Za odredivanje aktivnosti trombocitne
MAO-B korisen je prethodno obraden i zamrznut talog trombocita. Prije analize aktivnosti
MAO-B, talog trombocita odmrznut je na sobnoj temperaturi i potom razoren soniciranjem (20
kHz, amplitude 8 x 10-3 mm kroz 60 sekundi). U staklene epruvete za uzorak i praznu probu
stavljeno je 100 pl soniciranog taloga trombocita ili po 100 pl standarda svake koncentracije.
Uzorci su zatim deproteinizirani s 1 ml 10% ZnSO4 i 0.5 ml NaOH. U deproteinizirane uzorke

za pripremu fluorofora dodano je 0.2 ml L-cisteina (0.1%) i 1.2 ml ortoftalaldehida (0.05%).
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Potom je u epruvete s uzorcima i praznim probama dodano 800 pl fosfatnog pufera, a
standardima 900 pl fosfatnog pufera i sve su epruvete stavljene na mijeSanje u vorteks

mijesalicu. Nakon mijeSanja, samo u epruvete s uzorcima dodano je 100 pl kinuramina.

Epruvete s praznom probom, standardima i uzorcima sat vremena su inkubirane u vodenoj
kupelji na 37°C. Nakon inkubacije, reakcija razgradnje kinuramina zaustavljena je dodatkom 2
ml hladne 1M otopine NaOH. U epruvete s praznim probama naknadno je dodano 100 pl
kinuramina. Intenzitet fluorescencije u uzorcima, standardima i praznim probama mjeren je
uredajem Varian Cary Eclipse (Agilen ttechnologies, SAD) uz ekscitaciju pri 310 nm i emisiju
pri 380 nm. Prema fluorescenciji poznatih koncentracija 4-hidroksikinolina u standardima
izraCunata je aktivnost trombocitne MAO-B. Rezultat se izrazava kao koli¢ina 4-
hidroksikinolina nastalog razgradnjom kinuramina tijekom jednog sata u odnosu na koli¢inu
ukupnih proteina u trombocitima. Zbog toga je potrebno provesti i odredivanje koncentracije

ukupnih proteina u istom uzorku u kojem se odreduje i aktivnost trombocitne MAO-B.
2.4 QOdredivanje koncentracije proteina u trombocitima

Za odredivanje koncentracije proteina metodom Lowry-a i sur. (1951) pripremljena je tzv.
ABC smyjesa 1 standardi razli¢itih koncentracija. ABC otopina pripremljena je mijeSanjem 140
ml 2% otopine Na>COs, 1.4 ml 2% otopine K-Na tartarata i 1.4 ml 1% otopine CuSO4. Za
pripremu standarda koriStena je mati¢na otopina govedeg serumskog albumina (BSA-engl.
Bovine serum albumin) koja je dobivena otapanjem 5 mg BSA u 1 ml 0.1M HCI. Potom je
mati¢na otopina BSA razrijedivana pomocu 0.1M HCI. Prvi standard bilo je 200 pl maticne
otopine BSA i 200 ul 0.1M HCI. Drugi standard je pripremljen razrijedenjem 200 pl prvog
standarda s 200 pl 0.1M HCI, a tre¢i jednakim razrijedenjem drugog standarda. Na taj nacin
dobivena su tri standarda razli¢itih koncentracija (2.50 mg/ml, 1.25 mg/ml, 0.63 mg/ml). Kao
uzorak koriSten je odmrznuti talog trombocita razbijen soniciranjem, a kao prazna proba
upotrijebljena je 0.1M HCI. Kako bi mjerenje bilo $to preciznije, svi uzorci, standardi 1 prazne

probe, priredeni su u triplikatima.

U svaku epruvetu stavljeno je 10 pl uzorka, standarda ili 0.1M HCl i na to je dodano 2 ml
ABC smjese. Smjesa je ostavljena da odstoji 10 minuta, a zatim je u smjesu dodano 0.2 ml
Folin-Ciocalteau reagensa koji je razrijeden vodom u omjeru 1:1. Dobivena smjesa odstajala je
30 minuta na sobnoj temperaturi i potom je spektofotometrijski izmjerena apsorbancija pri
valnoj duljini od 700 nm. Koncentracija proteina izraunata je prema opti¢koj gusto¢i poznatih

koncentracija BSA kao standarda.
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2.5 lzolacija DNA iz krvi

Millerovom metodom isoljavanja (Miller i sur., 1988) izolirana je genomska DNA iz
leukocita. Uzorci krvi su odmrznuti, te su mijeSani na valjkastoj mijesalici 20 minuta. U
epruvetu se je izdvojilo 300 ul uzorka krvi na koje se dodalo 900 pl hladnog pufera za lizu
eritrocita (RCLB, engl. Red cell lysis buffer), te se nakon mijesanja na rotacijskoj mijesalici
ostavilo stajati na ledu 10 min. Nakon centrifugiranja 2 min na 13400 g, pri 4°C supernatant s
liziranim eritrocitima se baca. Leukociti u talogu proc¢is¢avaju se postupkom resuspendiranja u
RCLB, te centrifugiranja uz odvajanje supernatanta, koji se ponavlja 3 puta. Na talog se zatim
dodaje 300 pl natrij-EDTA pufera, 30 ul 10% SDS-a (za destabilizaciju membrana leukocita) i
1.5 ul proteinaze K (za razgradnju proteina). Sve se inkubira 2 sata na 56°C, uz mijes$anje na
mijesalici. Nakon inkubacije uzorci se ohlade na sobnu temperaturu (25°C), te se doda 160 ul
5 mM NaCl, promijesa i potom centrifugira 5 min na 13400 g, pri 20°C. Supernatant sa DNA
prebaci se u novu epruvetu, te se doda 800 pul hladnog izopropanola koji uz lagano mijesanje
uzrokuje precipitaciju DNA. Uzorak se centrifugira 2 min na 12000 g, pri 20°C, supernatant se
odlije, a talogu se doda 250 ul 75% etanola. Nakon centrifugiranja 2 min na 12000 g, pri 20°C,
supernatant se odlije, a talog se ostavi susiti na zraku 30 minuta. Talogu se zatim doda 100 pl
Tris-EDTA pufera, koji uz tre$nju tijekom jednog sata na 37°C otapa izoliranu DNA. Uzorci
DNA se pohranjuju u hladnjak na -20°C.

Tablica 1. Kemikalije za izolaciju DNA metodom isoljavanja

Kemikalije Sastav/koncentracija Volumen po epruveti
Pufer za lizu eritrocita 10 mM Tris, 5 mM MgClz, 10 mM 900 pl
(RCLB, engl. Red cell NaCl, pH=7.6

lysis buffer)

Natrij-EDTA pufer 75 mM NaCl, 25 mM Na;EDTA, 300 pl
(SE-buffer, engl. pH=8.0
Sodium EDTA)

Natrij dodecil sulfat 10%, pH=7.2 30 ul

(SDS, engl. Sodium
dodecil sulphate),

Proteinaza K 20 mg/kg 1.5 ul
NaCl, 5 mM 160 pl
Izopropanol 800 ul
Etanol 75% 250 ul
Tris-EDTA pufer 10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH=8.0 100 pl

(TE-buffer)
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2.6  Genotipizacija polimorfizama gena MAOB

Genotipizacija polimorfizama rs6651806, rs1799836 i rs5905512 u genu MAOB
napravljena je prema protokolu proizvodaca Applied Biosystems. Uzorci izolirane DNA su
odmrznuti, te su pripremljena razrjedenja s redestiliranom vodom kako bi svaki uzorak
sadrzavao 1-20 ng DNA. U svaku od 96 jaZica na reakcijskoj ploc¢ici stavljeno je 4.5 ul
razrijedenog uzorka DNA i 5.5 ul reakcijske mjeSavine koja se sastoji od Tagman univerzalne
mjesavine (sa slobodnim deoksiribonukleotid trifosfatima i AmpliTag Gold DNA
polimerazom) i Tagman mjeSavine za genotipizaciju SNP-a (kombinacija dviju pocetnica za
umnazanje ciljane sekvence DNA obiljeZene razli¢itim fluorescentnim bojama VIC i FAM u
svrhu razlikovanja dvaju alela). Reakcijske plocice se zatvore folijom, centrifugiraju 2 min na
5000 rpm i stave u uredaj “ABI Prism 7000 Sequencing Detection System apparatus “ (ABI,
Foster City, SAD). Uredaj u po¢etnom koraku zagrijava plo¢ice 10 min na 95°C, zatim 15 sek
na 92°C kako bi doslo do denaturacije DNA, te potom spusta temperaturu na 60°C kroz 1 min,
radi vezivanja pocetnica i elongacije AmpliTaq Gold polimerazom. Ciklusi od denaturacije do
umnazanja DNA ponavljeni su 50 puta. Ova metoda alelne diskriminacije zasniva se na
primjeni fluorogenih proba koje se vezu uz odredeni alel i detektiraju se pri umnazanju DNA u
lan¢anoj reakciji polimeraze u stvarnom vremenu (RT-PCR, engl. Real-time polymerase chain
reaction). Proba se sastoji od jednolan¢anog oligonukleotida s vezanom fluorescentnom bojom
(engl. reporter) na 5' kraju i prigusivaju¢om bojom (engl. quencher) na 3' kraju. Ako je proba
komplementarna slijedu DNA, dolazi do njihove hibridizacije, te tijekom PCR reakcije Taq
DNA polimeraza svojom 5' nukleaznom aktivnos$cu oslobada fluorescentnu boju $to se detektira
kao povecanje intenziteta fluorescencije. Tako se u stvarnom vremenu moze pratiti nastajanje
PCR produkta.

Tablica 2. Kemikalije koriStene za genotipizaciju polimorfizma

Kemikalije Volumen po jaZici
Genomska DNA razrijedena u dH20 (1-20 ng DNA) 4.5 pul
Tagman univerzalna mjeSavina Sul
40x Tagman mjeSavina za genotipizaciju SNP-a 0.5 ul
Ukupni volumen 10 pl
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2.7 Statisticka analiza podataka

Rezultati su prikazani kao brojevi i postotci, kao srednja vrijednost + standardna
devijacija (SD) (kod normalne raspodjele podataka) ili kao medijan, minimum, maksimum, 25
i 75% percentila (kada raspodjela podataka nije bila normalna). Normalnost razdiobe podataka
analizirana je primjenom D'Agostino-Pearson testa. Razlike izmedu dvije skupine analizirane
su Student t-testom u sluc¢aju normalne raspodjele podataka ili primjenom Mann-Whitney U
testa u slucaju kada podaci nisu bili normalno rasporedeni. Vise skupina usporedeno je pomoc¢u
Kruskal-Wallis ANOVA-e i post-hoc Dunnovog testa s obzirom na to da nije postojala
normalna raspodjela podataka. Ucestalost pojedinih alela i haplotipova polimorfizama gena
MAOB izmedu razli¢itih skupina usporedena je pomocu Fisherovog testa odnosno y2-testa.
Korelacija je utvrdena primjenom Spearmanovog testa korelacije zbog nenormalne raspodjele
podataka. Za statisticku obradu podataka koristio Se ra¢unalni program ,,GraphPad Prism 4.00.*
Multipla regresijska analiza napravljena je primjenom programa ,,MedCalc Statistical Software
14.8.1.“, kako bi se odredio potencijalni utjecaj genetickih i okolisnih ¢imbenika (nezavisne
varijable) i1 njihove interakcije, na broj bodova na CAPS ljestvici kojom se odreduje tezina
simptoma PTSP-a (zavisna varijabla). Za haplotipsku analizu koristeni su programi ,,Haploview

4.2.1,PLINK 1.07.“. Kriterij za znacajnost u svim testovima bio je p< 0.05.
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3. REZULTATI

U istrazivanje je uklju¢eno ukupno 369 muskih ispitanika i to 87 kontrolnih ispitanika i
282 ratnih veterana s dijagnozom PTSP-a. S obzirom na to da je primjenom D'Agostino &
Pearson testa normalnosti utvrdeno da dob ispitanika ne prati normalnu raspodjelu vrijednosti
u nasem uzorku, za analizu smo koristili neparametrijski Mann-Whithey test. Kao S$to je
prikazano u Tablici 3. i Slici 5., analiza Mann-Whitney testom utvrdila je da se dob bolesnika
s PTSP-om znacajno razlikovala od dobi kontrolnih ispitanika (P=0.031; U=10394, Mann-

Whitney test), odnosno da su bolesnici s PTSP-om bili statisticki znacajno mladi od kontrolnih

ispitanika.
Tablica 3. Dob kontrolnih ispitanika i bolesnika s PTSP-om
Dob Kontrolni ispitanici Bolesnici s PTSP-om
(godine) (n=87) (n=282)
Minimum 29.00 25.00
25% Percentila 50.00 51.00
Medijan 59.00 55.00
75% Percentila 67.00 62.00
Maksimum 77.00 75.00

Mann-Whithey test

U=10394, P=0.031*

Vrijednosti su prikazane kao medijan, minimum, maksimum, 25 i 75% percentila.

*P=0.031 u usporedbi sa kontrolnom skupinom (Mann-Whitney test)

Dob (godine)

100 M

80 A

60 -

40 A

20 A

Kontrola

PTSP

Slika 5. Dob kontrolnih ispitanika i bolesnika s PTSP-om ukljucenih u istraZivanje




Dob u godinama prikazana je kao medijan sa minimalnim i maksimalnim vrijednostima.

*P=0.031 u usporedbi sa kontrolnom skupinom (Mann-Whitney test)

4.1. Povezanost polimorfizama gena MAOB s PTSP-om

Kako bi utvrdili potencijalnu povezanost polimorfizama gena MAO-B s razvojem PTSP-
a, u kontrolnih ispitanika i bolesnika s PTSP-om napravljena je genotipizacija s obzirom na
polimorfizme rs1799836, rs6651806 i rs5905512. S obzirom na to da se gen MAOB nalazi na
X kromosomu, a u istrazivanje su ukljuceni isklju¢ivo muski ispitanici (koji imaju samo jedan
X kromosom), bilo je moguce usporediti samo ucestalost pojedinih alela, a ne i genotipova

istrazivanih polimorfizama gena MAOB.

Kao $to je prikazano u Tablici 4 i Slici 6, kontrolni ispitanici i bolesnici s PTSP-om
znacajno su se razlikovali (P= 0.016; Fisherov test) u raspodjeli alela polimorfizma rs6651806
gena MAOB. Naime, u slucaju polimorfizma rs6651806, ucestalost A alela bila je znacajno
niza, odnosno ucestalost C alela bila je znacajno visa u bolesnika s PTSP-om, u odnosu na
kontrolnu skupinu (Tablica 4, Slika 6). S druge strane, kao $to je takoder vidljivo u tablici 4 i
slici 6, ucestalost pojavljivanja pojedinih alela polimorfizama rs1799836 1 rs5905512 gena
MAOB, nije se znacajno razlikovala izmedu kontrolnih ispitanika i ratnih veterana s dijagnozom

PTSP-a.

Tablica 4. Ucestalost pojavljivanja alela polimofizama gena MAOB u kontrolnih
ispitanika i bolesnika s PTSP-om

Polimorfizam rs1799836 rs6651806 rs5905512
Alel C T A C A G
Kontrolni 38 49 64 23 39 48
ispitanici (43.68 %) | (56.32 %) | (73.56 %) (26.44) (44.83 %) | (55.17 %)
Bolesnici s 157 125 167 115 121 161
PTSP-om (55.67 %) | (44.33%) | (59.22 %) | (40.78 %) | (42.91 %) | (57.09 %)
Fisherov test P=0.065 P=0.016* P=0.805

Vrijednosti su prikazane kao broj i postotak ispitanika u svakoj skupini.
*P=0.016 izmedu nosioca A i C alela rs6651806 polimorfizma gena MAOB (Fisherov test)
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Slika 6. Udestalost pojavljivanja alela polimofizama A) rs1799836, B) rs6651806, C)
rs5905512 gena MAOB u kontrolnih ispitanika i bolesnika s PTSP-om
Vrijednosti su prikazane kao broj ispitanika u svakoj skupini.

*P=0.016 izmedu nosioca A i C alela rs6651806 polimorfizma gena MAOB (Fisherov test)
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Program ,Haploview version 4.2° koriSten je za utvrdivanje haplotipskog bloka
polimorfizama rs1799836, rs6651806 i rs5905512 gena MAOB u svih ispitanika. Za navedene
polimorfizme utvrden je visok stupanj neravnoteze udruzivanja (engl. linkage disequilibrium,
LD) (slika 7), gdje se LD vrijednost kretala izmedu 80-90, §to upucuje da se ova tri

polimorfizma vrlo vjerojatno nasljeduju zajedno u bloku.

rs1799836
rs6651806
rs5905512

Block 1 (95 Kb
1 2

Slika 7. Prikaz LD vrijednosti izmedu polimorfizama rs1799836, rs6651806 i rs5905512

gena MAOB dobiven pomoc¢u programa Haploview (izvorna slika)

Program ,,PLINK version 1.07“ koriSten je za usporedbu frekvencija haplotipova u
kontrolnih ispitanika i bolesnika s PTSP-om. Haplotipskom analizom utvrdeno je sedam
najcesc¢ih haplotipova u ispitivanom uzorku, a za 3 haplotipa (CCG, CAG 1 TAG) su ucestalosti
bile znac¢ajno razlicite izmedu kontrolne skupine i skupine ratnih veterana s PTSP-om (Tablica
5). Kao $to se vidi u Tablici 5, u slu¢aju haplotipa CCG ucestalost pojavljivala bila je statisticki
znadajno veéa (x2=43.49, P=4.26 x 108, y2-test) u skupini bolesnika s PTSP-om nego u
kontrolnoj skupini, dok je u slu¢aju haplotipova CAG (32=29.01, P=7.21 x 107, y2-test) i TAG
(x2=4.01, P=0.045, y2-test) ucestalost bila znacajno veca u skupini kontrolnih ispitanika u

usporedbi sa skupinom bolesnika s PTSP-om.
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Tablica 5. U¢estalost haplotipova za polimorfizme rs1799836, rs6651806 i rs5905512
gena MAOB u skupini kontrolnih ispitanika i bolesnika s PTSP-om

Haplot | it | pTopam 2P
TAA 0.425 0.379 x2=0.587; P=0.443
CCG 0.000 0.362 x2=43.49; P=4.26 x 108
CAG 0.414 0.145 %2=29.01; P=7.21 x 10>
TAG 0.115 0.053 x2=4.01; P=0.045 *
CCA 0.000 0.035 x2=3.171; P=0.075
CAA 0.023 0.014 x2=0.322; P=0.570
TCG 0.023 0.011 %2=0.759; P=0.384

Vrijednosti su prikazane kao ucestalost (frekvencija) pojavljivanja.

*P=0.045, ****P=4.26 x 10® ili P=7.21 x 10°

4.2. Aktivnost trombocithe MAO-B u kontrolnih ispitanika i bolesnika a PTSP-om

Aktivnost trombocitne MAO-B odredili smo u svih kontrolnih ispitanika i bolesnika s
PTSP-om. S obzirom na to da je primjenom D'Agostino & Pearson testa normalnosti utvrdeno
da aktivnost trombocitne MAO-B ne prati normalnu raspodjelu vrijednosti u nasem uzorku, za
analizu smo koristili neparametrijski Mann-Whithey test. Kao §to je prikazano u Tablici 6 i
Slici 8, utvrdili smo statisti¢ki znacajnu razliku (P<0.0001, U=7452, Mann-Whithey test) u
aktivnosti trombocitne MAO-B izmedu kontrolnih ispitanika i ratnih veterana s dijagnozom
PTSP-a, odnosno bolesnici s PTSP-om imali su znacajno viSu aktivnost trombocitne MAO-B

u usporedbi s kontrolnom skupinom.
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Tablica 6. Aktivnost trombocitne MAO-B u kontrolnih ispitanika i ratnih veterana s

PTSP-om
Aktivnost trombocitne MAO-B Kontrolni ispitanici Bolesnici s PTSP-om
(nmol 4-HQ/mg proteina/h) (n=87) (n=282)
Minimum 2.79 3.78
25% Percentila 17.40 29.48
Medijan 27.46 40.11
75% Percentila 42.63 56.27
Maksimum 89.02 121.90
Mann-Whithey test U=7452, P<0.0001***

Vrijednosti su prikazane kao medijan, minimum, maksimum, 25 i 75% percentila.

*** P<(.0001 u usporedbi sa kontrolnom skupinom (Mann-Whitney test)
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(nmol 4-HQ/mg proteinalh)
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Aktivhost trombocitne MAO-B
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Slika 8. Aktivnost trombocitne MAO-B u kontrolnih ispitanika i bolesnika s PTSP-om

Aktivnosti su prikazane kao medijan sa minimalnim i maksimalnim vrijednostima.

***pP<(0.0001 u odnosu na kontrolnu skupinu (Mann-Whitney test)

23



4.3. Povezanost polimorfizama gena MAOB i aktivnosti trombocitne MAO-B

Kako bismo istrazili potencijalnu povezanost polimorfizama gena MAOB i aktivnosti
MAO-B u trombocitima, kontrolne ispitanike i bolesnike s PTSP-om podijelili smo na nosioce
pojedinih alela polimorfizama rs1799836, rs6651806 i rs5905512 gena MAOB. Kako je
primjenom D'Agostino & Pearson testa normalnosti utvrdeno da aktivnost trombocitne MAO-
B ne prati normalnu raspodjelu vrijednosti u naSem uzorku, za analizu smo Kkoristili

neparametrijski Kruskal-Wallis test i post-hoc Dunnov test viSestruke usporedbe.

Kao §to je prikazano u tablici 7 i slici 9, u slu¢aju sva tri istrazivana polimorfizma gena
MAOB, nismo utvrdili nikakve znaajne razlike u aktivnosti trombocitne MAO-B izmedu
nosioca razlicitih alela u kontrolnoj skupini, kao ni u skupini ratnih veterana s PTSP-om, ali su
postojale znacajne razlike u aktivnosti trombocitne MAO-B izmedu nosioca istih alela izmedu

kontrolnih ispitanika i ispitanika s PTSP-om.

Naime, u slucaju polimorfizma rs1799836 gena MAOB, kada smo usporedili ¢etiri skupine
(kontrolni ispitanici i ispitanici s PTSP-om podijeljeni na nosioce C i T alela), Kruskal-Wallis
test pokazao je da postoje znacajne razlike izmedu skupina u aktivnosti trombocitne MAO-B
(P<0.0001), (Tablica 7). Medutim, kao §to je prikazano u tablici 7 i slici 9, Dunnov post-hoc
test pokazao je da se aktivnost trombocitne MAO-B znacajno ne razlikuje izmedu nosioca C i
T alela unutar kontrolne skupine (P>0.9999), kao niti unutar skupine bolesnika s PTSP-om
(P>0.9999), upucujuci da polimorfizam rs1799836 gena MAOB ne utjece na aktivnost MAO-
B u trombocitima. S druge strane, Dunnov test je utvrdio da postoji znacajna razlika u aktivnosti
trombocitne MAO-B izmedu nosioca C u skupini kontrolnih ispitanika i skupini bolesnika s
PTSP-om (P=0.0074), kao i izmedu nosioca T u skupini kontrolnih ispitanika i skupini
bolesnika s PTSP-om (P<0.0001), dodatno potvrduju¢i primije¢enu razliku u aktivnosti
trombocitne MAO-B izmedu kontrolnih ispitanika i ratnih veterana s PTSP-om (Tablica 7,
Slika 9).

I u slucaju polimorfizma rs6651806 gena MAOB, kada smo usporedili Cetiri skupine
(kontrolni ispitanici i ispitanici s PTSP-om podijeljeni na nosioce A i C alela), Kruskal-Wallis
test pokazao je da postoje znacajne razlike izmedu skupina u aktivnosti trombocitne MAO-B
(P<0.0001), (Tablica 7). Medutim, kao §to je prikazano u tablici 7 i slici 9, i u ovom slucaju
Dunnov post-hoc test pokazao je da se aktivnost trombocitne MAO-B znacajno ne razlikuje

izmedu nosioca A 1 C alela unutar kontrolne skupine (P>0.9999), kao niti unutar skupine

24



bolesnika s PTSP-om (P=0.2713), upucujuci da ni polimorfizam rs6651806 gena MAOB ne
utjece na aktivnost MAO-B u trombocitima. S druge strane, Dunnov test je utvrdio da postoji
znacajna razlika u aktivnosti trombocitne MAO-B izmedu nosioca A u skupini kontrolnih
ispitanika i skupini bolesnika s PTSP-om (P=0.0016), kao i izmedu nosioca C u skupini
kontrolnih ispitanika i skupini bolesnika s PTSP-om (P=0.0002), dodatno potvrdujuci
primijec¢enu razliku u aktivnosti trombocitne MAO-B izmedu kontrolnih ispitanika i ratnih

veterana s PTSP-om (Tablica 7, Slika 9).

Vezano uz polimorfizam rs5905512 gena MAOB, kada smo usporedili Cetiri skupine
(kontrolni ispitanici i ispitanici s PTSP-om podijeljeni na nosioce A i G alela), Kruskal-Wallis
test pokazao je da postoje znacajne razlike izmedu skupina u aktivnosti trombocitne MAO-B
(P<0.0001), (Tablica 7). Medutim, i u ovom slu¢aju Dunnov post-hoc test pokazao je da se
aktivnost trombocitne MAO-B znacajno ne razlikuje izmedu nosioca A i G alela unutar
kontrolne skupine (P=0.5930), kao niti unutar skupine bolesnika s PTSP-om (P>0.9999),
upucujuci da ni polimorfizam rs5905512 gena MAOB ne utjece na aktivnhost MAO-B u
trombocitima. S druge strane, Dunnov test je utvrdio da postoji znacajna razlika u aktivnosti
trombocitne MAO-B izmedu nosioca A u skupini kontrolnih ispitanika i skupini bolesnika s
PTSP-om (P<0.0001), kao i izmedu nosioca G u skupini kontrolnih ispitanika i skupini
bolesnika s PTSP-om (P<0.0001), dodatno potvrduju¢i primije¢enu razliku u aktivnosti
trombocitne MAO-B izmedu kontrolnih ispitanika i ratnih veterana s PTSP-om (Tablica 7,
Slika 9).
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podijeljenih prema nosiocima pojedinih alela polimorfizama gena MAOB

Tablica 7. Aktivnost trombocitne MAO-B u kontrolnih ispitanika i bolesnika s PTSP-om

Aktivnost trombocitne MAO-B

Kontrolni ispitanici

Bolesnici s PTSP-om

(nmol 4-HQ/mg proteina/h) (n=282)
rs1799836 polimorfizam C alel T alel C alel T alel
Minimum 6.40 2.79 3.78 7.54
25% Percentila 19.39 16.32 30.28 27.26
Medijan 31.43 27.15 40.51 40.02
75% Percentila 46.99 42.10 56.57 56.15
Maksimum 89.02 77.32 121.90 117.60
F=32.11, P<0.0001*** P>0.999 P>0.999
Kruskal-Wallis test Dunnov test Dunnov test
rs6651806 polimorfizam A alel C alel A alel C alel
Minimum 2.79 6.40 7.54 3.78
25% Percentila 17.69 17.02 27.52 31.03
Medijan 29.31 24.35 39.17 44,51
75% Percentila 45.05 41.98 53.01 59.79
Maksimum 77.32 89.02 117.60 121.90
F=35.12, P<0.0001*** P>0.999 P=0.271
Kruskal-Wallis test Dunnov test Dunnov test
rs5905512 polimorfizam A alel G alel A alel G alel
Minimum 2.79 6.40 7.54 3.78
25% Percentila 15.76 18.90 27.84 30.25
Medijan 25.68 31.43 40.06 40.12
75% Percentila 38.67 47.42 56.58 56.02
Maksimum 61.53 89.02 117.60 121.90
F=33.44, P<0.0001*** P=0.593 P>0.999
Kruskal-Wallis test Dunnov test Dunnov test

Vrijednosti su prikazane kao medijan, minimum, maksimum, 25 i 75% percentila.

*** P<(0.0001 izmedu sve Cetiri skupine (Kruskal-Wallis test)
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Slika 9. Aktivnost trombocitne MAO-B u kontrolnih ispitanika i bolesnika s PTSP-om
podijeljenih prema nosiocima pojedinih alela polimorfizama A) rs1799836, B)
rs6651806, C) rs5905512 gena MAOB
Aktivnosti su prikazane kao medijan sa minimalnim i maksimalnim vrijednostima.

* P<0.01, **P<0.002, ***P<0.0002 u odnosu na nosioce istog alela u kontrolnoj skupini

(Dunnov test nakon Kruskal-Wallis testa)
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4.4. Povezanost polimorfizama gena MAOB sa teZzinom simptoma u ratnih veterana s
PTSP-om

Svim bolesnicima s dijagnozom PTSP-a tezina simptoma utvrdena je primjenom Klinicke
ljestvice za PTSP (engl. Clinician-Administered PTSD Scale, CAPS). Kako je broj bodova na
CAPS ljestvici pratio normalnu raspodjelu podataka, primijenili smo Student t-test za
usporedbu bodova na CAPS ljestvici izmedu nosioca razli¢itih alela polimorfizama rs1799836,
rs6651806 i rs5905512 gena MAOB. Kao §to je prikazano u Tablici 8. i Slici 10., broj bodova
na CAPS ljestvici nije se statisticki znacajno razlikovao izmedu nosioca alela C i T
polimorfizma rs1799836 (t=0.181, P=0.856, Student t-test), izmedu nosioca alela A i C
polimorfizma rs6651806 (t=0.687, P=0.492, Student t-test), kao niti nosioca alela A i G
polimorfizma rs5905512 (t=0.902, P=0.368, Student t-test) gena MAOB.

Tablica 8. Broj bodova na CAPS ljestvici u bolesnika s PTSP-om podijeljenih prema

nosiocima pojedinih alela polimorfizama gena MAOB

Bolesnici s PTSP-om (n=282)

Polimorfizam rs1799836 rs6651806 rs5905512
Broj bodova na CAPS
o C alel T alel A alel Calel | Aalel G alel
ljestvici
Srednja vrijednost 85.17 85.33 85.49 84.89 | 85.69 84.91

Standardna devijacija 6.98 7.44 7.24 7.10 7.39 7.01

Standardna pogreska 0.557 0.665 0.560 0.662 | 0.672 0.552
Student t-test t=0.181, P=0.856 | t=0.687, P=0.492 | t=0.902, P=0.368

Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost, standardna devijacija i standardna pogreska.

Prema bodovima na CAPS ljestvici bolesnici s PTSP-om mogu se podijeliti slijedece
kategorije: bolesnike s elementima PTSP-a (do 45 bodova), lakim PTSP-om (45-65 bodova),
srednjim PTSP-om (66-95 bodova) i teSkim PTSP-om (iznad 95 bodova). Medutim, u naSem
istrazivanju bolesnici s PTSP-om imali su prema broju bodova na CAPS ljestvici srednji i teski
PTSP. Kada smo ratne veterane s PTSP-om podijelili prema bodovima na CAPS ljestvici na
kategorije bolesnika sa srednjim i teSkim PTSP-om primjenom Fisherovog testa nismo uocili
statisticki znacajne razlike u raspodjeli nosioca alela polimofizama rs1799836 (P=0.423),
rs6651806 (P=0.537) i rs5905512 (P=0.414) gena MAOB (Tablica 9, Slika 11).
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Slika 10. Broj bodova na CAPS ljestvici u bolesnika s PTSP-om podijeljenih prema

nosiocima pojedinih alela polimorfizama A) rs1799836, B) rs6651806, C) rs5905512 gena

MAOB
Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost + standardna devijacija.
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Slika 11. Ucestalost pojavljivanja alela polimofizama A) rs1799836, B) rs6651806, C)
rs5905512 gena MAOB u bolesnika sa srednjim i teSkim PTSP-om

Vrijednosti su prikazane kao broj ispitanika u svakoj skupini.
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Tablica 9. Ucestalost pojavljivanja alela polimofizama gena MAOB u bolesnika sa

srednjim i teSkim PTSP-om

Polimorfizam rs1799836 rs6651806 rs5905512
Alel C T A C A G
Srednji 144 111 149 106 107 148
PTSP (56.47 %) | (43.53 %) | (58.43 %) | (41.57 %) | (41.96 %) | (58.04 %)
Teski 13 14 18 9 14 13
PTSP (48.15%) | (51.85%) | (66.67 %) | (33.33%) | (51.85%) | (48.15 %)
Fisherov test P=0.423 P=0.537 P=0.414

Vrijednosti su prikazane kao broj i postotak ispitanika u svakoj skupini.

Program ,,PLINK version 1.07* koristen je za usporedbu frekvencija haplotipova u bolesnika

sa srednjim i teskim PTSP-om. Haplotipska analiza za sedam najceS¢ih haplotipova u

ispitivanom uzorku, nisu utvrdene statisticki znacajne razlike u ucestalosti haplotipova izmedu

bolesnika sa srednjim i teskim PTSP-om (Tablica 10).

Tablica 10. U¢estalost haplotipova za polimorfizme rs1799836, rs6651806 i rs5905512

gena MAOB u skupini bolesnika sa srednjim i teSkim PTSP-om

Haplotip SPrf:rdSrgi :_T_ik; x2; P
CCA 0.035 0.037 %2=0.002; P=0.963
TAA 0.372 0.444 %2=0.536; P=0.464
CAA 0.012 0.037 x2=1.115; P=0.291
TCG 0.012 0.000 x2=0.321; P=0.571
CCG 0.369 0.296 %2=0.553; P=0.457
TAG 0.051 0.074 %2=0.258; P=0.611
CAG 0.149 0.111 %2=0.282; P=0.595

Vrijednosti su prikazane kao ucestalost (frekvencija) pojavljivanja.
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4.5. Povezanost aktivnosti trombocitne MAO-B i teZine simptoma PTSP-a

U ispitanika s PTSP-om istrazili smo korelaciju izmedu aktivnosti trombocitne MAO-B i
bodova na CAPS ljestvici. Kako je primjenom D'Agostino & Pearson testa normalnosti
utvrdeno da aktivnost trombocitne MAO-B ne prati normalnu raspodjelu vrijednosti u nasem
uzorku, za analizu smo Koristili neparametrijski Spearmanov test korelacije. Rezultati nisu
pokazali statisticki znacajnu korelaciju (r=-0.063, P=0.292) izmedu aktivnosti trombocitne

MAO-B i bodova na CAPS ljestvici u ratnih veterana s PTSP-om (Slika 12).
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Slika 12. Korelacija izmedu aktivnosti trombocitne MAO-B i bodova na CAPS ljestvici
u bolesnika s PTSP-om

Kako je primjenom D'Agostino & Pearson testa normalnosti utvrdeno da aktivnost
trombocitne MAO-B ne prati normalnu raspodjelu vrijednosti u naSem uzorku, za usporedbu
aktivnosti trombocitne MAO-B izmedu bolesnika sa srednjim i teskim PTSP-om Koristili smo
neparametrijski Mann-Whitney test. Kao §to se moze vidjeti iz Tablice 11 i Slike 13, kada smo
podijelili ratne veterane na one sa srednjim i teSkim PTSP-om, utvrdili smo statisticki znacajne

razlike u aktivnosti trombocitne MAO-B (P=0.009, U= 2399, Mann-Whitney test).
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Tablica 11. Aktivnost trombocitne MAO-B u bolesnika sa srednjim i teSkim PTSP-om

Aktivnost trombocitne MAO-B Bolesnici sa srednjim Bolesnici sa teSkim
(nmol 4-HQ/mg proteina/h) PTSP-om PTSP-om
Minimum 7.54 3.78
25% Percentila 30.30 24.44
Medijan 40.74 30.86
75% Percentila 56.97 42.76
Maksimum 121.90 117.60

Mann-Whithey test

U= 2399, P=0.009**

Vrijednosti su prikazane kao medijan, minimum, maksimum, 25 i 75% percentila.

** P<0.009 u usporedbi sa bolesnicima sa srednjim PTSP-om (Mann-Whitney test)
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Slika 13. Aktivnost trombocitne MAO-B u bolesnika sa srednjim i te§Skim PTSP-om

Aktivnosti su prikazane kao medijan sa minimalnim i maksimalnim vrijednostima.

**P=(0.009 u usporedbi sa bolesnicima sa srednjim PTSP-om (Mann-Whitney test)
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4.6. Povezanost broja traumatskih dogadaja i aktivnosti trombocithe MAO-B u
bolesnika s PTSP-om

Vecina ratnih veterana s PTSP-om imala je viSe traumatskih dogadaja (median=6,
minimum=1, maksimum=21), koji su prethodili i za koje se smatra da su doprinijeli razvoju
PTSP-a. Stoga smo u ispitanika s PTSP-om istrazili korelaciju izmedu broja traumatskih
dogadaja za koje se smatra da su doveli do razvoja PTSP-a i aktivnosti trombocithe MAO-B. S
obzirom na to da je primjenom D'Agostino & Pearson testa normalnosti utvrdeno da broj
traumatskih dogadaja kao i aktivnost trombocitne MAO-B ne prate normalnu raspodijelu
vrijednosti u nasem uzorku, za usporedbu broja traumatskih dogadaja i aktivnosti trombocitne
MAO-B koristili smo neparametrijski Spearmanov test korelacije. Rezultati nisu pokazali
statisticki znacCajnu korelaciju (r=-0.0176, P=0.769) izmedu broja traumatskih dogadaja i
aktivnosti trombocitne MAO-B u ratnih veterana s PTSP-om (Slika 14.).
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Slika 14. Korelacija izmedu aktivnosti trombocitne MAO-B i broja traumatskih

dogadaja u bolesnika s PTSP-om

4.7. Povezanost traume u djetinjstvu i aktivnosti trombocitne MAO-B u bolesnika s
PTSP-om

S obzirom na to da se smatra da vulnerabilnosti osoba za razvoj PTSP-a moze doprinijeti i
trauma u djetinjstvu, svim bolesnicima sa dijagnozom PTSP-a trauma u djetinjstvu evaluirana
je primjenom upitnika za traumu u djetinjstvu (engl. Childhood Trauma Questionnaire-CTQ).
U ispitanika s PTSP-om istrazili smo korelaciju izmedu bodova na CTQ Ijestvici i aktivnosti

trombocitne MAO-B. S obzirom nato da je primjenom D'Agostino & Pearson testa normalnosti
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utvrdeno da broj bodova na CTQ ljestvici kao 1 aktivnost trombocitne MAO-B ne prate
normalnu raspodjelu vrijednosti u naSem uzorku, za usporedbu bodova na CTQ ljestvici i
aktivnosti trombocitne MAO-B koristili smo neparametrijski Spearmanov test korelacije.
Rezultati nisu pokazali statisti¢ki zna¢ajnu korelaciju (r=-0.049, P=0.415) izmedu bodova na
CTQ ljestvici i aktivnosti trombocithe MAO-B u ratnih veterana s PTSP-om (Slika 15.).
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Slika 15. Korelacija izmedu bodova na CTQ ljestvici i aktivnosti trombocitne MAO-
B u bolesnika s PTSP-om

4.8. Povezanost broja traumatskih dogadaja i teZine simptoma PTSP-a

U ispitanika s PTSP-om istrazili smo korelaciju izmedu broja traumatskih dogadaja i
bodova na CAPS ljestvici. S obzirom na to da je primjenom D'Agostino & Pearson testa
normalnosti utvrdeno da broj traumatskih dogadaja ne prati normalnu raspodjelu vrijednosti u
nasem uzorku, za usporedbu broja traumatskih dogadaja i bodova na CAPS ljestvici koristili
smo neparametrijski Spearmanov test korelacije. Rezultati su pokazali statisticki znacajnu
korelaciju (r=0.213, P=0.0003) izmedu broja traumatskh dogadaja i bodova na CAPS ljestvici
u ratnih veterana s PTSP-om (Slika 16).
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Slika 16. Korelacija izmedu broja traumatskih dogadaja i broja bodova na CAPS
ljestvici

***p=0.0003 (Spearmanov test korelacije)

Kako je primjenom D'Agostino & Pearson testa normalnosti utvrdeno da broj traumatskih
dogadaja ne prati normalnu raspodjelu vrijednosti u nasem uzorku, za usporedbu broja
traumatskih dogadaja izmedu bolesnika sa srednjim i teskim PTSP-om Koristili smo
neparametrijski Mann-hitney test. Kada smo podijelili bolesnike na one sa srednjim i teskim
PTSP-om, utvrdili smo statisti¢ki znacajne razlike u broju traumatskih dogadaja (Tablica 12.,
Slika 17.), odnosno bolesnici sa teskim PTSP-om imali su veéi broj traumatskih dogadaja u
usporedbi sa bolesnicima s srednjim PTSP-om (U=2319, P=0.0046, Mann-Whitney test).

Tablica 12. Broj traumatskih dogadaja u bolesnika sa srednjim i teSkim PTSP-om

Broj traumatskih dogadaja Bolesnici sa srednjim Bolesnici sa teSkim
PTSP-om PTSP-om

Minimum 1.00 4.00

25% Percentila 4.00 6.00
Medijan 6.00 8.00

75% Percentila 8.00 10.00
Maksimum 21.00 20.00

Mann-Whithey test U=2319, P=0.0046**

Vrijednosti su prikazane kao medijan, minimum, maksimum, 25 i 75% percentila.

** P=0.0046 u usporedbi sa bolesnicima sa srednjim PTSP-om (Mann-Whitney test)
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Slika 17. Broj traumatskih dogadaja u bolesnika sa srednjim i teSkim PTSP-om.
Vrijednosti su prikazane kao medijan sa minimalnim i maksimalnim vrijednostima.

** P=0.0046 u usporedbi sa bolesnicima sa srednjim PTSP-om (Mann-Whitney test)
4.9. Povezanost traume u djetinjstvu i tezine simptoma PTSP-a

U ispitanika s PTSP-om istrazili smo korelaciju izmedu bodova na CTQ ljestvici i bodova
na CAPS ljestvici. S obzirom da je primjenom D'Agostino & Pearson testa normalnosti
utvrdeno da bodovi na CTQ ljestvici ne prate normalnu raspodjelu vrijednosti u nasem uzorku,
za usporedbu bodova na CTQ ljestvici i bodova na CAPS ljestvici koristili smo neparametrijski
Spearmanov test korelacije. Rezultati nisu pokazali statisticki znac¢ajnu korelaciju (r=0.050,
P=0.402) izmedu aktivnosti bodova na CTQ ljestvici i bodova na CAPS ljestvici u ratnih
veterana s PTSP-om (Slika 18.).

1109
100
90 A
80 -

70+

Bodovina CAPS ljestvici

60 T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Bodovina CTQ ljestvici

Slika 18. Korelacija izmedu bodova na CTQ ljestvici i bodova na CAPS ljestvici u
bolesnika s PTSP-om
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Za usporedbu bodova CTQ ljestvice izmedu bolesnika sa srednjim i teSkim PTSP-om
koristili smo parametrijski Student t-test, jer je primjenom D'Agostino & Pearson testa
normalnosti utvrdeno da bodovi na CTQ ljestvici prate normalnu raspodjelu vrijednosti. Kako
je prikazano u Tablici 13. i Slici 19., izmedu bolesnika sa srednjim i teSkim PTSP-om, utvrdili

smo statisti¢ki znacajne razlike u broju bodova na CTQ ljestvici (P<0.0001, Student t-test).

Tablica 13. Broj bodova na CTQ ljestvici u bolesnika sa srednjim i teSkim PTSP-om

) o Bolesnici sa srednjim Bolesnici sa teSkim
Broj bodova na CTQ ljestvici
PTSP-om PTSP-om
Srednja vrijednost 83.78 99.00
Standardna devijacija 5.87 1.64
Standardna pogreska 0.367 0.316

Student t-test P<0.0001***

Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost, standardna devijacija i standardna pogreska.

***pP<(0.0001 u usporedbi sa bolesnicima sa srednjim PTSP-om (Student t-test)
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Slika 19. Bodovi na CTQ ljestvici u bolesnika sa srednjim i teSkim PTSP-om
Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost + standardna devijacija.
***pP<0.0001 u usporedbi sa bolesnicima sa srednjim PTSP-om (Student t-test)

Kako CTQ ljestvica procijenjuje izlaganje fizickom, seksualnom i emocionalnom
zlostavljanju, te fiziCkom i emocionalnom zanemarivanju u djetinjstvu, u ispitanika s PTSP-om
istrazili smo korelacije izmedu bodova na CTQ podljestvicama i bodova na CAPS ljestvici. S
obzirom da je primjenom D'Agostino & Pearson testa normalnosti utvrdeno da bodovi na CTQ
podljestvicama ne prate normalnu raspodjelu vrijednosti u nasem uzorku, za usporedbu bodova

na CTQ podljestvicama i bodova na CAPS ljestvici koristili smo neparametrijski Spearmanov
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test korelacije. Utvrdili smo znacajnu korelaciju bodovima na CAPS ljestvici sa bodovima na

CTQ podljestvici fizickog zlostavljanja (r=0.183, P=0.002), emocionalnog zlostavljanja
(r=0.206, P=0.0005) i fizickog zanemarivanja (r=-0.1803, P=0.0024), ali ne i sa bodovima na

CTQ podljestvici seksualnog zlostavljanja (r=0.052, P=0.384) i emocionalnog zanemarivanja
(r=-0.0298, P=0.619) (Slika 20).
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Slika 20. Korelacija izmedu bodova na CAPS ljestvici i bodova na CTQ podljestvici A)

fizickog zlostavljanja **P=0.002, B) emocionalnog zlostavljanja ***P=0.0005, C)

seksualnog zlostavljanja, D) fizickog zanemarivanja**P=0.0024, E) emocionalnog

zlostavljanja, u bolesnika s PTSP-om
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Tablica 14. Bodovi na CTQ podljestvicama u bolesnika sa srednjim i teSkim PTSP-om

zlostavljanja

Broj bodova na CTQ podljestvicama Bolesnici sa Bolesnici s
srednjim teSkim
PTSP-om PTSP-om
CTQ Minimum, maksimun 5.00, 20.00 5.00, 13.00
podljestvica Medijan 7.00 8.00
fizickog 25% Percentila, 75% Percentila 5.00, 10.00 7.00,11.00
zlostavljanja Mann-Whithey test U=2744, P=0.0745
CTQ Minimum, maksimun 5.00, 20.00 7.00, 15.00
podljestvica Medijan 10.00 11.00
emocionalnog | 25% Percentila, 75% Percentila 7.00,12.00 9.00, 13.00

Mann-Whithey test

U=2559, P=0.0269*

zlostavljanja

CTQ Minimum, maksimun 5.00, 13.00 5.00, 7.00
podljestvica Medijan 5.00 5.00
seksualnog 25% Percentila, 75% Percentila 5.00, 5.00 5.00, 6.00

Mann-Whithey test

U= 2806, P=0.004**

zanemarivanja

CTQ Minimum, maksimun 5.00, 19.00 6.00, 15.00
podljestvica Medijan 11.00 8.00
fizickog 25% Percentila, 75% Percentila 9.00, 13.00 7.00, 10.00

Mann-Whithey test

U=2050, P=0.0004***

zanemarivanja

CTQ Minimum, maksimun 5.00, 25.00 10.00, 21.00
podljestvica Medijan 14.00 14.00
emocionalnog | 25% Percentila, 75% Percentila 12.00, 16.00 12.00, 15.00

Mann-Whithey test

U=3401, P=0.9175

Vrijednosti su prikazane kao medijan, minimum, maksimum, 25 i 75% percentila.
*P=0.0269, **P=0.004, ***P=0.0004 u usporedbi sa bolesnicima sa srednjim PTSP-om

(Mann-Whitney test)

S obzirom na to da je primjenom D'Agostino & Pearson testa normalnosti utvrdeno da broj
bodova na CTQ podljestvicama ne prati normalnu raspodjelu vrijednosti kada ratne veterane
podijelimo na bolesnike sa srednjim i teSkim PTSP-om, za njihovu usporedbu koristili smo
neparametrijski Mann-Whitney test. Statisti¢ki znacajne razlike izmedu bolesnika sa srednjim

1 teSkim PTSP-om utvrdene su u bodovima CTQ podljestvice emocionalnog zlostavljanja
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(U=2559, P=0.0269*, Mann-Whitney test), seksualnog zlostavljanja (U= 2806, P=0.004**,
Mann-Whitney test) i fizickog zenemarivanja (U=2050, P=0.0004***  Mann-Whitney test),
dok u bodovima CTQ podljestvice fizickog zlostavljanja (U=2744, P=0.0745, Mann-Whitney
test) i emocionalnog zanemarivanja (U=3401, P=0.9175, Mann-Whitney test) nije bilo
statisti¢ki znacajnih razlika izmedu bolesnika sa srednjim i teSkim PTSP-om (Tablica 14., Slika
21.).
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Slika 21. Bodovi na CTQ podljestvici A) fizickog zlostavljanja, B) emocionalnog
zlostavljanja, C) seksualnog zlostavljanja, D) fizickog zanemarivanja, E) emocionalnog
zlostavljanja, u bolesnika s PTSP-om

Vrijednosti su prikazane kao medijan sa minimalnim i maksimalnim vrijednostima.
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*P=0.0269, **P=0.004,***P=0.0004 u usporedbi sa bolesnicima sa srednjim PTSP-om
(Mann-Whitney test)

Tablica 15. Bolesnici sa srednjim i teSkim PTSP-om podijeljeni prema teZini

zlostavljanja/zanemarivanja u djetinjstvu

Tezina zlostavljanja/zanemarivanja u

djetinjstvu (bodovi CTQ podljestvice)

Bolesnici sa srednjim
PTSP-om (n=255)

Bolesnici s teSkim

PTSP-om (n=27)

Fizicko
zlostavljanje u

djetinjstvu

Nema (5-7) 146 (57.25%) 10 (37.04%)

Nisko (8-9) 34 (13.33%) 5 (18.52%)
Umjereno (10-12) 41 (16.08%) 11 (40.74%)

Tesko (> 13) 34 (13.33%) 1 (3.70%)

y2-test x2=12.16, P=0.0069**
Emocionalno Nema (5-8) 104 (40.78%) 4 (14.81%)
zlostavljanje u Nisko (9-12) 35 (13.72%) 13 (48.15%)
djetinjstvu Umjereno (13-15) 100 (39.22%) 10 (37.04%)
Tesko (> 16) 16 (6.27%) 0 (0.00%)

y2-test %2=23.02, P< 0.0001***
Seksualno Nema (5) 237 (92.94%) 20 (74.07%)
zlostavljanje u Nisko (6-7) 13 (5.10%) 7 (25.93%)
djetinjstvu Umjereno (8-12) 4 (1.57%) 0 (0.00%)
Tesko (> 13) 1 (0.39%) 0 (0.00%)

y2-test x2=16.42, P=0.0009***
Fizi¢ko Nema (5-7) 40 (15.69%) 9 (33.33%)
zanemarivanje Nisko (8-9) 46 (18.04%) 11 (40.74%)

u djetinjstvu

Umjereno (10-12)

91 (35.69%)

3 (11.11%)

Tesko (> 13)

78 (30.59%)

4 (14.81%)

x2-test x2=17.11, P=0.0007***
Emocionalno Nema (5-9) 28 (10.98%) 0 (0.00%)
zanemarivanje Nisko (10-14) 125 (49.02%) 14 (51.85%)
u djetinjstvu Umjereno (15-17) 58 (22.74%) 12 (44.44%)
Tesko (> 18) 44 (17.25%) 1 (3.70%)

x2-test

x2=10.45, P=0.0151*

Vrijednosti su prikazane kao broj i postotak ispitanika u svakoj skupini.
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*P=0.0151, ** P=0.0069, *** P=0.0007 ili P=0.0009 ili P< 0.0001 izmedu bolesnika sa
srednjim i teSkim PTSP-om (y2-test)
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Slika 22. Bolesnici sa srednjim i teSkim PTSP-om podijeljeni prema teZini A) fizickog
zlostavljanja B) emocionalnog zlostavljanja C) seksualnog zlostavljanja D) fizickog
zanemarivanja E) emocionalnog zanemarivanja u djetinjstvu
Vrijednosti su prikazane kao broj ispitanika u svakoj skupini.
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*P=0.0151, ** P=0.0069, *** P=0.0007 ili P=0.0009 ili P< 0.0001 izmedu bolesnika sa
srednjim i teSkim PTSP-om (y2-test)

Bolesnike sa srednjim i teSkim PTSP-om podijelili smo takoder prema bodovima na CTQ
podljestvicama fizickog, seksualnog i1 emocionalnog zlostavljanja, kao i fizickog i
emocionalnog zanemarivanja na ispitanike bez, s niskim, umjerenim i teSkim
zlostavljanjem/zanemarivanjem u djetinjstvu. Primjenom y2-testa utvrdili smo statisticki
znacajne razlike u raspodjeli bolesnika sa srednjim i teSkim PTSP-om podijeljenih prema tezini
fizickog (¥2=12.16, P=0.0069**), emocionalnog (¥2=23.02, P< 0.0001***) i seksualnog
(x2=16.42, P=0.0009***) zlostavljanja u djetinjstvu, kao i fizickog (y2=17.11, P=0.0007***) i
emocionalnog (¥2=10.45, P=0.0151*) zanemarivanja u djetinjstvu. Kao $to se moze vidjeti U
Tablici 15. i na Slici 22., u usporedbi sa bolesnicima sa srednjim PTSP-om, bolesnici s teskim
PTSP-om ¢esce su bili zrtve fizickog (62.96% vs. 42.74%), emocionalnog (85.19% vs. 59.21%)
i seksualnog (25.93% vs. 7.06%) zlostavljanja, kao i emocionalnog zanemarivanja (100.00%
vs 89.01%) i to posebice umjerenog fizickog, niskog emocionalnog i seksualnog zlostavljanja,
te umjerenog emocionalnog zanemarivanja u djetinjstvu. Neoc¢ekivano, bolesnici sa srednjim
PTSP-om bili su ¢eS¢e Zrtve fizickog zanemarivanja (84.32% vs. 66.66%) 1 to posebice
umjerenog i teSkog zanemarivanja u djetinjstvu u usporedbi sa bolesnicima sa teskim PTSP-om
(Tablica 15., Slika 22.).

Da bi provjerili da li genetski (varijante polimorfizama gena MAOB) ili okoli$ni (broj
traumatskih dogadaja i traume u djetinjstvu) ¢imbenici (nezavisne varijable) ili oboje imaju
znacajan ucinak na teZinu simptoma PTSP-a izraZenu u bodovima na CAPS ljestvici (zavisna
varijabla ) napravili smo i multiplu regresijsku analizu. Rezultati multiple regresije su potvrdili
da pojedinac¢ni polimorfizmi rs1799836 (P=0.3839), rs6651806 (P=0.3676) i rs5905512
(P=0.5482) gena MAOB nisu znac¢ajno povezani s brojem bodova na CAPS ljestvici u bolesnika
s PTSP-om, te su istaknuli broj traumatskih dogadaja (P=0.0119), kao i fizicko zanemarivanje
(P<0.0001) i emocionalno zlostavljanje (P=0.0018) u djetinjstvu, kao glavne varijable koje
utjec¢u na tezinu simptoma PTSP-a izrazenu bodovima na CAPS ljestvici. Nadalje, multipla
regresijska analiza utvrdila je da u sluc¢aju broja bodova na CAPS ljestvici postoji statisticki
znacajna interakcija (P=0.032) polimorfizma rs1799836 gena MAOB i fizickog zanemarivanja

u djetinjstvu upucujuci da na tezinu simptoma PTSP-a utjecu i genetski i okoliSni ¢imbenici.
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4. RASPRAVA

Istrazivanjem se najprije pokusala utvrditi povezanost polimorfizama rs6651806, rs1799836
i rs5905512 gena MAOB, te aktivnosti trombocitne MAO-B s post-traumatskim stresnim
poremecajem 0dnosno istraziti postoje li razlike u ucestalosti alela gena MAOB i aktivnosti
trombocitne MAO-B izmedu oboljelih od PTSP-a i zdravih kontrolnih ispitanika. U istrazivanje
je bilo ukljuéeno 282 muska ratna veterana s dijagnozom PTSP-a i 87 kontrolna zdrava muska
ispitanika. Iako smo se trudili da prikupimo ispitanike koji medusobno odgovaraju po dobi, dob
ratnih veterana i kontrolnih ispitanika znacajno se razlikovala, odnosno bolesnici s PTSP-om

bili su znacajno mladi od kontrolnih ispitanika.

S obzirom na to da se gen MAOB nalazi na X kromosomu, a u istrazivanje su uklju¢eni
isklju¢ivo muski ispitanici (koji imaju samo jedan X kromosom), bilo je mogucée usporediti
samo ucestalost pojedinih alela, a ne 1 genotipova istrazivanih polimorfizama gena MAOB.
Kontrolni ispitanici i bolesnici s PTSP-om znacajno su se razlikovali u raspodjeli alela
polimorfizma rs6651806 gena MAOB, ali ne i polimorfizama rs1799836 i rs5905512 gena
MAOB. Naime, ucestalost A alela polimorfizma rs6651806 gena MAOB bila je znacajno niza,
odnosno ucestalost C alela bila je znacajno visa u bolesnika s PTSP-om nego u kontrolnoj
skupini. Koliko nam je poznato ovo je prvo istrazivanje koje je utvrdilo zna¢ajnu povezanost

polimorfizma rs6651806 gena MAOB s razvojem PTSP-a.

Povezanost sva tri navedena polimorfizma s koncentracijom MHPG, glavnog metabolita
noradrenalina, utvrdena je u muskaraca sa psihitiCkim poremecajem (Andreou i sur., 2014).
Polimorfizam rs5905512 gena MAOB bio je povezani i sa shizofrenijom u muskaraca (Carrera
i sur., 2009), dok je polimofizam rs6651806 gena MAOB bio povezan s negativnom
emocionalno$¢u u zdravih osoba (Dlugos i sur., 2009). Medutim, u literaturi nismo pronasli
istrazivanja PTSP-a koja su ukljucila polimorfizme rs6651806 i rs5905512 gena MAOB. Samo
zanajcesce istrazivan polimorfizam rs1799836 gena MAOB postoje istrazivanja na ispitanicima
sa PTSP-om. Kao i nase istrazivanje, studija Pivac i i sur. (2007) nije utvrdila povezanost
polimorfizma rs1799836 gena MAOB sa razvojem PTSP-a, kao niti znacajne razlike u
ucestalosti alela ovog polimorfizma izmedu ratnih veterana sa psihoti¢nim 1 nepsihoti¢nim

PTSP-om (Pivac i sur., 2007).

Za polimorfizme rs1799836, rs6651806 i rs5905512 gena MAOB utvrden je visok stupanj
neravnoteze udruzivanja (LD=80-90), $to upucuje da se nasljeduju zajedno u bloku. Stoga smo

napravili haplotipsku analizu kako bi utvrdili postoje 1i razlike u ucestalosti pojedinih
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haplotipova ovih polimorfizama izmedu zdravih ispitanika i ratnih veteran s PTSP-om. Nase
istrazivanje je pokazalo da je ucestalost pojavljivanja haplotipa CCG znacajno veca u bolesnika
S PTSP-om nego u kontrolnoj skupini, dok je ucestalost haplotipova CAG i TAG znacajno veca
u kontrolnih ispitanika u usporedbi s bolesnicima s PTSP-om. Veca ucestalost pojavljivanja
haplotipa CCG bolesnika s PTSP-om primije¢ena u nasem istrazivanju u skladu je s rezultatima
Dlugos i sur. (2009) koji su pokazali da je haplotip CACG (rs1799836, rs10521432, rs6651806
I rs590551 polimorfizama) gena MAOB znacajno povezan s negativnom emocionalnoscu,
rezultatima reakcije na stres, otudenjem i anksioznos$¢u, a koji su ucestalo povezani s PTSP-om

(APA, 2013).

Istrazivanje je takoder pokazalo da oboljeli od PTSP-a imaju znacajno vecu aktivnost
trombocitne monoaminooksidaze tipa B od zdravih, kontrolnih ispitanika $to potvrduje
rezultate prethodnih istrazivanja (Pivac i sur., 2007). Naime, veca aktivnost trombocitne MAO-
B, pokazana je u veterana s PTSP-om, osobito onima sa psihotiénim u usporedbi s
nepsihoti¢nim osobinama (Pivac i sur., 2007). Medutim nasi rezultati razlikuju se od rezultata
Davidsona i sur. koji su utvrdili znac¢ajno nizu aktivnost trombocitne MAO-B u ispitanika s
PTSP-om u usporedbi sa zdravom kontrolnom skupinom (Davidson i sur., 1985). U drugoj
studiji trombocitna MAO-B aktivnost nije se znacajno razlikovala izmedu ratnih veterana s

PTSP-om ili bez njega, i ratnih zarobljenika s PTSP-om (Pivac i sur., 2002).

Kako bismo istrazili potencijalnu povezanost polimorfizama gena MAOB i aktivnosti MAO-
B u trombocitima, kontrolne ispitanike i bolesnike s PTSP-om podijelili smo na nosioce
pojedinih alela polimorfizama rs1799836, rs6651806 i rs5905512 gena MAOB. Nisu pronadene
znacajne razlike u aktivnosti trombocitne MAO-B izmedu nosioca razlicitih alela
polimorfizama rs1799836, rs6651806 i rs5905512 gena MAOB unutar kontrolne skupine, kao
niti unutar skupine ratnih veterana s PTSP-om., §to upuc¢uje da navedeni polimorfizmi gena

MAOB ne utjecu na aktivnost MAO-B u trombocitima.

To je u suprotnosti sa studijama koje pokazuju da polimorfizam rs1799836 gena MAOB
utjece na translaciju i/ili stabilnost glasnicke RNA (mRNA) (Balciuniene i sur., 2002), i da
postoji povezanost rs1799836 polimorfizma gena MAOB i aktivnosti trombocitne MAO-B
(Garpenstand i sur., 2000). Smanjena aktivnost MAO-B povezana je s A alelom na malom broju
(N=55) muskih ispitanika (Gaprenstrand i sur., 2000) ili s G alelom u posmrtnim uzorcima
ljudskog mozga (Balciuniene i sur., 2002). Smatra se da ovaj polimorfizam moze mijenjati
procesiranje introna 13 gena MAOB, u slucaju alela A s ve¢om efikasno§¢u, $to moze utjecati
na povecanu ekspresiju proteina i ve¢u enzimatsku aktivnost MAO-B (Jakubauskiene i sur.,

46



2012). S druge strane, ovi rezultati su u skladu s istrazivanjima koja nisu pronasla povezanost
polimorfizma rs1799836 gena MAOB i aktivnosti trombocitne MAO-B u zdravih ljudi (Pivac i
sur., 2006), veterana oboljelih od PTSP-a (Pivac i sur., 2007) kao ni ovisnika o alkoholu (Nedi¢
Erjavec i sur., 2014). 1 istrazivanje Svob Stac i sur. (2016) pokazalo je da nema povezanosti
izmedu ovog polimorfizma i aktivnosti trombocitne MAO-B. U skladu s podacima koje smo i
mi dobili, pojedinacni polimorfizmi odnosno aleli gena MAOB nisu bili znacajno povezani S
trombocitnom aktivnos¢u MAO-B u istrazivanjima Jansson i sur. (2005) i Girmena i sur.
(1992).

U ratnih veterana s PTSP-om, broj bodova na CAPS ljestvici kojom se utvrduje tezina
simptoma PTSP-a, nije se zna¢ajno razlikovao izmedu nosioca razli¢itih alela polimorfizama
rs1799836, rs6651806 i rs5905512 gena MAOB. Takoder, izmedu bolesnika sa srednjim i
teSkim PTSP-om nisu uoCene znacajne razlike u raspodjeli alela polimofizama rs1799836,

rs6651806 i rs5905512, kao niti haplotipova gena MAOB.

Nasi rezultati djelomicno su u suprotnosti su s prethodnim istraZzivanjem polimorfizma
rs1799836 gena MAOB koje je pokazalo da postoji znacajna razlika u ucestalosti alela A i G
kada su ispitanici podijeljeni po tezini simptoma PTSP-a na blage, umjerene i teske prema
CAPS skali (Svob Strac i sur., 2016). S druge strane, isto istrazivanje pokazalo je da ne postoji
znacajna razlika u ucestalosti alela polimorfizma rs1799836 gena MAOB kada su ispitanici
podijeljeni prema agitaciji i psihoti¢nim simptomima, medutim takva podjela nije ukljucena u
izradu ovog istrazivanja. U istrazivanju Pivac i sur. (2007) takoder nije pronadena znacajna
razlika u raspodjeli alela rs1799836 polimorfizma gena MAOB izmedu veterana sa psihoti¢nim

1 nepsihoticnim PTSP-om.

U nasem istrazivanju nije bilo znacajne korelacije izmedu aktivnosti trombocitne MAO-B i
bodova na CAPS ljestvici u ratnih veterana s PTSP-om. U ratnih veterana s PTSP-om takoder
nije utvrdena znacajna korelacija aktivnosti trombocitne MAO-B s brojem traumatskih
dogadaja i kao niti s bodovima na CTQ ljestvici kojom se procijenjuje trauma u djetinjstvu.
Medutim izmedu bolesnika sa srednjim 1 teSkim PTSP-om utvrdene su znacajne razlike u
aktivnosti trombocitne MAO-B, pri ¢emu je kod ispitanika s tezim simptomima PTSP-a uocena

manja aktivnost trombocitne MAO-B.

Ovaj rezultat je u suprotnosti s prethodnim istrazivanjima kod kojih je uocena veca aktivnost
trombocitne monoaminooksidaze kod pacijenata s tezim simptomima (Svob Strac i sur., 2016).

Naime, u veterana s PTSP-om pronadena je neSto veca aktivnost trombocitne MAO-B kod
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bolesnika s tezim simptomima PTSP-a i bolesnika s agitacijom, te znacajno veca aktivnost
trombocitne MAO-B kod veterana s izrazenijim psihotiénim simptomima, u odnosu na
bolesnike s manje izrazenim simptomima, $to upucuje da su tezi simptomi PTSP-a povezani s

vecom aktivno$éu trombocitne MAO-B (Svob Strac i sur., 2016).

Medutim, pusenje takoder utjeCe na aktivnost trombocitne MAO-B tako da smanjuje
aktivnost MAO-B (Fowler i sur., 2003; Oreland, 2004), a pusacki status nije ukljucen u ovo
istrazivanje Sto ostavlja moguénost da su ovi rezultati u suprotnosti s prethodnima zbog
¢imbenika pusenja. Takoder je moguce da povisena aktivnost trombocitne MAO-B u bolesnika
sa srednjim PTSP-om predstavlja neki kompenzacijski mehanizam koji se gubi u bolesnika s
teSkim PTSP-om.

U ratnih veterana s PTSP-om nadalje je pronadena znacajna korelacija izmedu broja
traumatskih dogadaja i bodova na CAPS ljestvici, $to upucuje da broj traumatskoh dogadaja
doprinosi tezini simptoma PTSP-a. Izmedu bolesnika sa srednjim i teSkim PTSP-om, utvrdene
su znacajne razlike u broju traumatskih dogadaja, odnosno bolesnici sa teskim PTSP-om imali
su veci broj traumatskih dogadaja nego bolesnici sa srednjim PTSP-om. To je u skladu s
istrazivanjima koja upucuju na broj traumatskih dogadaja kao jedan od presudnih okolisnih
¢imbenika koji utjeu na tezinu PTSP-a (Blosnich i sur., 2004; Jacob i sur., 2017; Kessler i sur.,
2017).

lako u ratnih veterana s PTSP-om nije utvrdena znacajna korelacija izmedu bodova na CTQ
ljestvici i bodova na CAPS ljestvici, izmedu bolesnika sa srednjim i teskim PTSP-om postojale

su znacajne razlike u broju bodova na CTQ ljestvici.

Nasi rezultati su u skladu s prethodnim istrazivanjima u kojima je uocena povezanost
zlostavljanja u djetinjstvu s kasnijim razvojem PTSP-a (Bremner i sur., 1993; Widom, 1999;
Heim i Nemeroff, 2001; Wolitzky-Taylor i sur., 2008). lako se u prethodnim istrazivanjima
radilo o razli¢itim i raznolikim skupinama ispitanika, dok je nasa skupina ispitanika uniformna
I ¢ine je muskarci, bijelci i ratni veterani, dobiveni rezultati ukazuju na povezanost traume u

djetinjstvu i tezine simptoma PTSP-a.

Zlostavljanje u djetinjstvu moze povecati ranjivost za kasniji razvoj PTSP-a, jer mijenja
psiholoski (privrzenost) i bioloski (funkciju HHN osi) razvojni proces u interakciji s genetskim
¢imbenicima. Premda i drugi traumatski dogadaji u djetinjstvu koji nisu povezani sa
zlostavljanjem (npr. pozar, prometna nesrec¢a) takoder mogu negativno utjecati na razvoj,

najvise istrazivanja i paznje posveceno je zlostavljanju jer predstavlja ¢cimbenik kojim se moze
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predvidjeti niz psihickih i fizickih problema kasnije u zivotu (Coopeland 1 sur., 2007). Razlozi
jo§ nisu do kraja razjaSnjeni, ali nekoliko je moguéih objasnjenja. U usporedbi s drugim
traumatskim dogadajima, zlostavljanje se najéesé¢e dogada u obitelji. Bilo koji tip zlostavljanja
u djetinjstvu povecava vjerojatnost da ¢e osoba biti izlozena nekom drugom tipu zlostavljanja,
a u usporedbi s nekim drugim traumama, za zlostavljanje je veca vjerojatnost da nece biti samo
jedan, nego vise dogadaja (npr. seksualni zlostavlja¢ koji zlostavlja dijete vise puta tijekom

duzeg perioda) (Dong i sur., 2004).

Utvrdena je znacCajna korelacija bodova na CTQ podljestvicama fizickog i emocionalnog
zlostavljanja i fizickog zanemarivanja s bodovima na CAPS ljestvici, dok izmedu bodova na
CAPS ljestvici i bodova na CTQ podljestvicama seksualnog zlostavljanja i emocionalnog
zanemarivanja nije bilo znacajne korelacije. Poznato je da nedace u djetinjstvu predvidaju
povecani rizik razvoja PTSP-a nakon traumati¢nih iskustava (McLaughlin i sur., 2017).
Istrazivanje na ratnim veteranima iz Vijetnama pokazalo je da nedace u djetinjstvu povecavaju
rizik za kasniji razvoj PTSP-a (Bremner i sur., 2003). Takoder je pokazano da djeca s povijescu
zlostavljanja imaju ve¢i rizik od razvoja PTSP-a u buduénosti (Wolitzky-Taylor i sur., 2008).
Prethodna su istrazivanja utvrdila da je vjerojatnost da zanemareno ili zlostavljano dijete oboli
od PTSP-a 1.75 puta veca od onog koje nije proZivjelo takve traume. Poveéan rizik od
kroni¢nog PTSP-a uocen je kod dva tipa zlostavljanja (fizickog zlostavljanja, seksualnog
zlostavljanja) 1 bilo kojeg tipa zanemarivanja u prethodnim istrazivanjima (Spatz Widom,

1999).

NaSe istrazivanje takoder je pokazalo da su bolesnici s teSkim PTSP-om c¢esSce bili zrtve
fizickog, emocionalnog i seksualnog zlostavljanja, kao i emocionalnog zanemarivanja u
djetinjstvu, dok su bolesnici sa srednjim PTSP-om bili ¢esée Zrtve fizickog zanemarivanja u
djetinjstvu. U skladu s ovim rezultatima, Vijetnamski veterani kod kojih je zabiljezeno fizi¢ko
zlostavljanje u djetinjstvu imali su tezi oblik PTSP-a (Bremner i sur., 1995; Donovan i sur.,
1996). Bremner i sur. (1995) predlozili su da Zivot u kaoticnom i stresnom okruzenju u
djetinjstvu povecava rizik pojedinca da razvije PTSP nakon izlaganja traumi kasnije u Zivotu.
U usporedbi s drugim razvojnim razdobljima, rano seksualno zlostavljanje i fizicko
zlostavljanje u dobi od 13 godina na vise, s velikom vjerojatnos¢u mogu predvidjeti depresiju i
simptome PTSP-a (Capretto, 2017). Za razjasnjavanje utjecaja pojedinih tipova zlostavljanja i
zanemarivanja u djetinjstvu potrebna su daljnja istrazivanja i meta analize koje bi povezale sve

dobivene rezultate prethodnih istrazivanja.
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Rezultati multiple regresije su potvrdili da polimorfizmi gena MAOB nisu znacajno povezani
s brojem bodova na CAPS ljestvici u bolesnika s PTSP-om, te su istaknuli broj traumatskih
dogadaja, kao i fizicko zanemarivanje i emocionalno zlostavljanje u djetinjstvu, kao glavne
varijable koje utjeCu na tezinu simptoma PTSP-a izrazenu bodovima na CAPS Iljestvici.
Medutim, za broj bodova na CAPS ljestvici, multipla regresijska analiza takoder je utvrdila
znaCajnu interakciju polimorfizma rs1799836 gena MAOB 1 fizickog zanemarivanja u

djetinjstvu.

Kao i nasa, i druge studije istiCu vaznost istrazivanja interakcija gena i okolisa u etiologiji
PTSP-a kao klju¢nih za razumijevanje ranjivosti i otpornosti nakon izlaganja traumatskom
dogadaju (Koenen i sur., 2008). Na primjer, Kilpatrick i sur. (2007) nasli su da s/s genotip 5-
HTTLPR polimorfizma nosi povecan rizik razvoja PTSP-a u uvjetima slabe socijalne potpore i
visokog izlaganja uraganu. Nadalje, interakcija izmedu 5-HTTLPR i izlaganja potresu, kao i
interakcija izmedu 5-HTTVNTR i izlaganja potresu pokazale su se zna¢ajnim za razvoj PTSP-a
(Tian i sur., 2015). U istrazivanju Bindera i sur. (2008), Cetiri polimorfizma u genu FKBP5
pokazala su znacajnu interakciju s tezinom zlostavljanja u djetinjstvu u predikciji teZine
simptoma PTSP-a odraslih osoba. | interakcija polimofizma gena ADRB2, povezanim s
adrenergickom funkcijom, s traumom u djetinjstvu pokazala se vaznom u predvidanju
simptoma PTSP-a u odraslih ljudi (Liberzon i sur., 2014). Vezano uz MAO, studija
McDermotta i sur. (2013) pronasla je da osobe s varijantom gena MAOA koja ima nisku
aktivnost, a koje su bile izlozene nasilju u mladosti, imaju veéu vjerojatnost ispoljavanja fizicke
agresije u odrasloj dobi. Medutim, iako rezultati nase i brojnih drugih studija potvrduju ulogu i
genetskih i okolisnih ¢imbenika, kao i njihove interakcije u PTSP-u, u svrhu njihovog

razjasnjavanja potrebna su daljnja istraZivanja.
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S.

ZAKLJUCAK

. U naSem istrazivanju, dob ratnih veterana i kontrolnih ispitanika znacajno se razlikovala,

odnosno bolesnici s PTSP-om bili su zna¢ajno mladi od kontrolnih ispitanika.

Kontrolni ispitanici i bolesnici s PTSP-om znacajno su se razlikovali u raspodjeli alela
polimorfizma rs6651806, ali ne i polimorfizama rs1799836 i rs5905512 gena MAOB. U
slu¢aju polimorfizma rs6651806, uCestalost A alela bila je znacajno niza, odnosno ucestalost

C alela bila je znacajno visa u bolesnika s PTSP-om nego u kontrolnoj skupini.

Za polimorfizme rs1799836, rs6651806 i rs5905512 gena MAOB utvrden je visok stupanj

neravnoteze udruzivanja (LD=80-90), §to upucuje da se nasljeduju zajedno u bloku.

. Ucestalost pojavljivanja haplotipa CCG znacajno je veéa u bolesnika s PTSP-om nego u

kontrolnoj skupini, dok je ucestalost haplotipova CAG 1 TAG znacajno veca u kontrolnih

ispitanika u usporedbi s bolesnicima s PTSP-om.

Utvrdena je znacajna razlika u aktivnosti trombocitne MAO-B izmedu kontrolnih ispitanika
i ratnih veterana s PTSP-om, odnosno bolesnici s PTSP-om imali su znac¢ajno visu aktivnost

trombocitne MAO-B u usporedbi s kontrolnom skupinom.

Nisu pronadene znacajne razlike u aktivnosti trombocitne MAO-B izmedu nosioca razli¢itih
alela polimorfizama rs1799836, rs6651806 i rs5905512 gena MAOB unutar kontrolne
skupine, kao niti unutar skupine ratnih veterana s PTSP-om.

U ratnih veterana s PTSP-om, broj bodova na CAPS ljestvici kojom se utvrduje teZina

simptoma PTSP-a, nije se znacajno razlikovao izmedu nosioca razli¢itih alela polimorfizama

rs1799836, rs6651806 i rs5905512 gena MAOB.

Izmedu bolesnika sa srednjim 1 teSkim PTSP-om nisu uo¢ene znacajne razlike u raspodjeli

alela polimorfizama rs1799836, rs6651806 i rs5905512, kao niti haplotipova gena MAOB.

. Nije bilo znacajne korelacije izmedu aktivnosti trombocitne MAO-B i bodova na CAPS

ljestvici u ratnih veterana s PTSP-om, no izmedu bolesnika sa srednjim i teSkim PTSP-om

utvrdene su znacajne razlike u aktivnosti trombocitne MAO-B.

51



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

U ratnih veterana s PTSP-om nije utvrdena znacajna korelacija aktivnosti trombocitne
MAO-B s brojem traumatskih dogadaja i kao niti s bodovima na CTQ ljestvici kojom se

procijenjuje trauma u djetinjstvu.

ZnacCajna korelacija izmedu broja traumatskih dogadaja i bodova na CAPS Iljestvici
pronadena je u ratnih veterana s PTSP-om. Izmedu bolesnika sa srednjim i teSkim PTSP-
om, utvrdene su znacajne razlike u broju traumatskih dogadaja, odnosno bolesnici s teSkim

PTSP-om imali su veci broj traumatskih dogadaja nego bolesnici sa srednjim PTSP-om.

lako u ratnih veterana s PTSP-om nije utvrdena zna¢ajna korelacija izmedu bodova na CTQ
Jjestvici 1 bodova na CAPS ljestvici, izmedu bolesnika sa srednjim 1 teSkim PTSP-om

postojale su znacajne razlike u broju bodova na CTQ ljestvici.

Utvrdena je znacajna korelacija bodova na CTQ podljestvicama fizi¢kog i emocionalnog
zlostavljanja 1 fizickog zanemarivanja sa bodovima na CAPS ljestvici, dok izmedu bodova
na CAPS ljestvici i bodova na CTQ podljestvicama seksualnog zlostavljanja i

emocionalnog zanemarivanja nije bilo znacajne korelacije.

Znacajne razlike izmedu bolesnika sa srednjim i teSkim PTSP-om pronadene su u
bodovima CTQ podljestvica emocionalnog 1 seksualnog zlostavljanja, te fizickog
Zanemarivanja, ali ne i u bodovima CTQ podljestvica fizickog zlostavljanja i emocionalnog

zanemarivanja.

Bolesnici s teskim PTSP-om ¢eS¢e su bili zrtve fizickog, emocionalnog i seksualnog
zlostavljanja, kao i emocionalnog zanemarivanja u djetinjstvu, dok su bolesnici sa srednjim

PTSP-om bili ¢esce Zrtve fizickog zanemarivanja u djetinjstvu.

Rezultati multiple regresije su potvrdili da pojedini polimorfizmi gena MAOB nisu
znacajno povezani s brojem bodova na CAPS ljestvici u bolesnika s PTSP-om, te su
istaknuli broj traumatskih dogadaja, kao i fizicko zanemarivanje i emocionalno
zlostavljanje u djetinjstvu, kao glavne varijable koje utjecu na tezinu simptoma PTSP-a
izrazenu bodovima na CAPS ljestvici. Za broj bodova na CAPS ljestvici, multipla
regresijska analiza takoder je utvrdila znacajnu interakciju polimorfizma rs1799836 gena

MAORB i fizickog zanemarivanja u djetinjstvu.

Kontrolni ispitanici i bolesnici s PTSP-om znac¢ajno su se razlikovali u raspodjeli alela

polimorfizma rs6651806, kao i u raspodjeli haplotipova CCG, CAG i TAG, §to upucuje na
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povezanost gena MAOB s razvojem PTSP-a. Medutim, u ratnih veterana s PTSP-om nije
ustanovljena povezanost pojedinih polimorfizama, kao ni haplotipova gena MAOB s tezinom
PTSP-a procijenjenom prema CAPS ljestvici. Znacajne razlike u aktivnosti trombocitne MAO-
B pronadene su izmedu kontrolnih ispitanika i ratnih veterana s PTSP-om, kao i izmedu
bolesnika sa srednjim i teSkim PTSP-om, no ove razlike nisu bile povezane s istrazivanim
polimorfizmima gena MAOB, brojem traumatskih dogadaja i traumom u djetinjstvu
procijenjenom CTQ ljestvicom. Izmedu bolesnika sa srednjim i teSkim PTSP-om utvrdene su
znacajne razlike u broju bodova CTQ ljestvice i podljestvica, upucujuci da su bolesnici s teskim
PTSP-om ces¢e zrtve fizickog, emocionalnog i seksualnog zlostavljanja, te emocionalnog
zanemarivanja u djetinjstvu. Broj traumatskih dogadaja, kao i fizicko zanemarivanje i
emocionalno zlostavljanje u djetinjstvu predstavljaju glavne varijable koje utjeCu na tezinu
simptoma PTSP-a izrazenu bodovima na CAPS ljestvici, sa znafajnom interakcijom
polimorfizma rs1799836 gena MAOB i fizickog zanemarivanja u djetinjstvu. Rezultati
istrazivanja potvrduju ulogu i genetskih i okolisnih ¢imbenika, kao i njihove interakcije u PTSP-

u, no u svrhu njihovog razjasnjavanja potrebna su daljnja istraZivanja.
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